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клеточный иммунитет играет важную роль в патогенезе и формировании иммунной защиты по отношению 
к вирусу SARS-CoV-2. целью работы являлось исследование методом проточной цитометрии клеточного им-
мунитета макак-резусов после экспериментального инфицирования вирусом SARS-CoV-2. материалы и ме-
тоды. самцов макак-резусов интраназально инфицировали вирусом SARS-CoV-2, штамм изолят в и штамм  
hCoV-19/Russia/SP48-1226/2020 (сокращенное название – у-2), в дозе 5,0 lg бое. с использованием метода про-
точной цитометрии определены уровни 21 популяции/субпопуляции мононуклеарных клеток периферической 
крови животных до экспериментального инфицирования возбудителем и на 14-е сутки после инфицирования. 
рнк коронавируса SARS-CoV-2 определяли методом полимеразной цепной реакции в режиме реального вре-
мени. определение титра вируснейтрализующих антител к вирусу SARS-CoV-2 в сыворотках крови животных 
определяли в реакции нейтрализации по подавлению негативных колоний. результаты и обсуждение. при инфи-
цировании культурой штамма изолят в выявлено увеличение относительного содержания общих т-лимфоцитов 
(р˂0,2), цитотоксических т-лимфоцитов (р˂0,1), а также моноцитов, экспрессирующих маркер ранней активации 
сD25 (р˂0,2). снижение показано для общих в-лимфоцитов (р˂0,2) и т-хелперов (р˂0,1). при инфицировании 
культурой штамма у-2 выявлено увеличение относительного содержания моноцитов, экспрессирующих маркер 
ранней активации сD25 (р˂0,2). таким образом, впервые в российской Федерации методом проточной цитомет-
рии проведено изучение клеточного иммунитета макак-резусов до и после экспериментального инфицирования 
вирусом SARS-CoV-2. полученная информация может быть использована для исследования патогенеза вызван-
ной SARS-CoV-2 инфекции, течения и исхода заболевания, разработки стратегий вакцинации и лечения.
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Abstract. Cellular immunity plays an important role in the pathogenesis and formation of protective immune defense 
against the SARS-CoV-2 virus. The aim of the work was to study the cellular immunity of rhesus monkeys applying 
flow cytometry after experimental infection with the SARS-CoV-2 virus. Materials and methods. Male rhesus monkeys 
were intranasally inoculated with the SARS-CoV-2 virus, Isolate B strain and hCoV-19/Russia/SP48-1226/2020 strain 
(abbreviated name U-2), at a dose of 5.0 lg PFU. Using flow cytometry, the levels of 21 populations/subpopulations of 
mononuclear cells in the peripheral blood of animals were determined before experimental infection with the pathogen 
and on day 14 after infection. SARS-CoV-2 coronavirus RNA was assessed using real-time polymerase chain reac-
tion. Determination of the titer of virus-neutralizing antibodies to the SARS-CoV-2 virus in the blood sera of animals 
was conducted through neutralization test evaluating the ability to suppress negative colonies. Results and discussion. 
Infection with Isolate B strain culture has led to an increase in the relative content of total T-lymphocytes (p˂0.2), cyto-
toxic T-lymphocytes (p˂0.1), as well as monocytes expressing the early activation marker CD25 (p˂0.2). The decrease in 
levels has been observed for total B-lymphocytes (p˂0.2) and T-helper cells (p˂0.1). Infection with the U-2 strain culture 
revealed an increase in the relative content of monocytes expressing the early activation marker CD25 (p˂0.2). Thus, 
for the first time in the Russian Federation, flow cytometry was used to study the cellular immunity of rhesus monkeys 
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одно из перспективных направлений в совре-
менной инфекционной иммунологии – определение 
роли наиболее значимых антигенов, экспрессируе-
мых иммунокомпетентными клетками, в реализации 
иммунного ответа при инфекционных заболевани-
ях [1]. поскольку в патогенезе и формировании им-
мунной защиты по отношению к вирусу SARS-CoV-2 
клеточный иммунитет играет важную роль [2–4], его 
оценка после экспериментального инфицирования 
макак-резусов с использованием метода проточной 
цитометрии (пц) представляет собой в настоящее 
время актуальную задачу.

в процессе изучения клеточного иммунного от-
вета на внедрение инфекционного агента у человека 
в дополнение к оценке основных популяций моно-
нуклеарных клеток периферической крови (мкпк) 
(лимфоцитов и моноцитов) определяются малые 
субпопуляции лимфоцитов, а также экспрессия мар-
керов ранней (CD25) и поздней активации (антиге-
ны главного комплекса гистосовместимости (major 
histocompatibility complex, MHC) II класса HLA-DR) 
на мкпк [5]. при исследовании крови инфициро-
ванных вирусом SARS-CoV-2 обезьян ввиду схоже-
сти кроветворной и иммунной систем человека и 
макаки-резуса [6] можно придерживаться этого же 
перечня.

целью настоящей работы являлось исследова-
ние методом проточной цитометрии клеточного им-
мунитета макак-резусов после экспериментального 
инфицирования вирусом SARS-CoV-2.

материалы и методы

Животные. в опытах использовали 10 здоро-
вых самцов макак-резусов массой 2,5–3,0 кг, до-
ставленных из питомника адлерского приматоло-
гического центра (г. сочи) и прошедших аккли-
матизацию. эксперименты проводили в соответ-
ствии с гост 33218-2014 и Федеральным законом 
от 27.12.2018 № 498-Фз «об ответственном обраще-
нии с животными». авторы подтверждают соблюде-

ние институциональных и национальных стандартов 
по использованию лабораторных животных в соот-
ветствии с Consensus Author Guidelines for Animal 
Use (IAVES, 23 July 2010). протокол исследования 
одобрен этическим комитетом Фгбу «48 цнии» 
минобороны россии (протокол от 20.05.2021 № 3).

у инфицированных животных измеряли тем-
пературу ректально и массу тела на 3-и, 6, 10 и 
14-е сутки после инфицирования. образцы венозной 
крови собирали утром натощак после анестезии пу-
тем внутримышечного введения золетила из расчета 
4–6 мг препарата на 1 кг массы тела в пробирки с на-
пылением к3-эдта и пробирки с активатором свер-
тывания.

рнк коронавируса SARS-CoV-2 в смывах из 
носа, носоглотки и ануса на 3-и и 6-е сутки после ин-
фицирования, а также в пробах внутренних органов 
после гуманной эвтаназии животных на 14-е сутки 
определяли методом полимеразной цепной реакции 
в режиме реального времени (пцр-рв) [7]. в случае 
положительного результата в пцр-рв определяли 
уровень накопления возбудителя в культуре клеток 
Vero C1008 по методу образования негативных коло-
ний (нк) [8].

Вирус. культуры вируса SARS-CoV-2: штамм 
изолят в получен из Фгбу гнц вб «вектор» 
роспотребнадзора; штамм hCoV-19/Russia/SP48-
1226/2020 (сокращенное название – у-2) выделен 
из носоглотки больного человека. биологическая 
активность штаммов при титровании в культуре 
клеток Vero C1008 под агаровым покрытием со-
ставила 1,0∙106 бое∙мл–1 (бое – бляшкообразую-
щая единица) и 1,0∙107 бое∙мл–1 соответственно. 
работы с вирусом проводили согласно требованиям 
санпин 3.3686-21. культурой каждого штамма ин-
фицировали по пять обезьян, вводя интраназально 
вирус в дозе 5,0 lg бое. инфицирующая доза воз-
будителя обоснована опытом работы сотрудников 
48 цнии [9].

определение титра вируснейтрализующих 
антител (вна) к вирусу SARS-CoV-2 в сыворотках 

before and after experimental infection with the SARS-CoV-2 virus. The obtained information can be used for studying 
the pathogenesis of SARS-CoV-2 infection, course, and outcome of the disease, and developing strategies for vaccination 
and treatment.

Key words: SARS-CoV-2-virus, rhesus monkeys, lymphocytes, monocytes, flow cytometry.

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.
Corresponding author: Galina V. Borisevich, e-mail: 48cnii@mil.ru.
Citation: Borisevich G.V., Kirillova S.L., Shatokhina I.V., Lebedev V.N., Solov’ev S.S., Syromyatnikova S.I., Shagarova N.V., Boyarskaya N.V., Levkovich N.G., 

Solyanik D.A., Andrus A.F., Rubtsov V.V., Krotkov V.T., Kulish V.S., Surovyatkina I.V., Kirillov V.B., Koval’chuk A.V., Pantyukhov V.B., Kutaev D.A., Borisevich S.V. The 
Flow Cytometry Study of Cellular Immunity in Rhesus Monkeys after Experimental Infection with SARS-CoV-2 Virus. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of 
Particularly Dangerous Infections]. 2022; 3:53–60. (In Russian). DOI: 10.21055/0370-1069-2022-3-53-60

Received 14.05.2022. Revised 15.06.2022. Accepted 18.07.2022.

Borisevich G.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0843-9427  Andrus A.F., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-7430-9401
Kirillova S.L.,ORCID: https://orcid.org/0000-0003-1245-9225  Rubtsov V.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-4387-0367
Shatokhina I.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9503-5120  Krotkov V.T., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-7674-2321
Lebedev V.N., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6552-4599  Kulish V.S., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0763-0809
Solov’ev S.S., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-4706-0476  Surovyatkina I.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0001-7096-3580
Syromyatnikova S.I., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1490-9448   Kirillov V.B., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2916-0668
Shagarova N.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9523-8676  Koval’chuk A.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9681-9891
Boyarskaya N.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0237-9790  Pantyukhov V.B., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1313-2059
Levkovich N.G., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2716-8455  Kutaev D.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9009-4909
Solyanik D.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3134-5629  Borisevich S.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6742-3919



55

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2022; 3         Original articles

крови, полученных от обезьян перед инфицирова-
нием и через 14 суток после заражения, определяли 
в реакции нейтрализации (рн) по подавлению нк, 
образованных вирусом SARS-CoV-2 в односуточном 
монослое культуры клеток Vero C1008 под агаровым 
покрытием. рн ставили в варианте: постоянная доза 
вируса – разведения сыворотки крови [10]. 

Проточно-цитометрический анализ. с целью 
выявления популяций мкпк обезьян применяли 
две панели конъюгированных с флуорохромами мы-
шиных античеловеческих моноклональных антител 
(мкат), перекрестно реагирующих с антигенами 
лимфоцитов макак-резусов: CD20-FITC/CD16-PE/
CD8-PC5/CD3-PE-Cy7 и CD4-FITC/CD25-PE/HLA-
DR-ECD/CD8-PC5/CD3-PE-Cy7.

поскольку процедура иммунофенотипирования 
обезьян идентична используемой для человека [11], 
составление цитометрических панелей и настраива-
ние протоколов анализа проводили в соответствии 
со стандартизованной технологией и принципами 
формирования панелей для многоцветных цито-
флуориметрических исследований [12]. 

использовали следующие мкат, входящие в 
состав цитометрических панелей: Becton Dickinson 
(CШа) (CD3-PE-Cy7, кат. № 557749; CD4-FITC, 
кат. № 550628; CD20-FITC, кат. № 6604106; CD25-
PE, кат. № 341010); Beckman Coulter (сШа) (CD8-
PC5, кат. № A07758; CD16-PE, кат. № а07766; 
HLA-DR-ECD, кат. № IM3636). рабочие объемы 
мкат определяли путем титрования, рассчиты-
вая для каждого разведения индекс окрашивания. 
корректность компенсации проверяли с использова-
нием FMO-подхода (Fluorescence-мinus-оne, флуо-
ресценция минус один) [13].

для пц-анализа забор крови у животных про-
водили в чистой зоне за 1 сутки до инфицирования 
(с целью определения фоновых показателей) и в 
заразной зоне на 14-е сутки после инфицирования, 
что обусловлено средним сроком появления специ-
фических антител. из пробирки с к3-эдта отбира-
ли кровь в цитометрические пробирки с предвари-
тельно внесенными антителами. после инкубации 
в темноте при комнатной температуре для лизиса 
эритроцитов и фиксации лейкоцитов в пробирки 
вносили реагент OptiLyse с (Beckman Coulter), кат. 
№ 11895. входящий в состав реагента формальдегид 
обеспечивал инактивацию вируссодержащего мате-
риала. реакционную смесь повторно инкубировали 
в темноте при комнатной температуре, затем добав-
ляли фосфатно-солевой буфер (PBS). каждый этап 
внесения реагентов в пробирки сопровождали пере-
мешиванием на лабораторной мешалке типа вортекс. 
после добавления буфера пробирки помещали в 
передаточный шлюз для обработки аэрозолем 10 % 
пероксида водорода в целях безопасной передачи из 
заразной зоны в чистую. далее образцы дважды от-
мывали в PBS, после чего клетки ресуспендировали 
для анализа в фиксирующем буфере, содержащем 
формальдегид. 

иммунофенотипирование осуществляли на ци-
тофлуориметре FC 500 (Beckman Coulter), оснащен-
ном аргоновым лазером с программным обеспечени-
ем схр, версия 2.3, анализируя в каждой пробе не 
менее 10000 лимфоцитов. цитометрические данные 
обрабатывали с использованием программного обес-
печения Kaluza v.2.1. показатели анализировали с 
использованием критериев стьюдента и уайта сред-
ствами Microsoft Office Excel 2016. 

результаты и обсуждение

с использованием двух цитометрических пане-
лей определяли уровни 21 популяции мкпк (в про-
центном выражении для соответствующих популя-
ций/субпопуляций) у 10 макак-резусов до экспери-
ментального инфицирования вирусом SARS-CoV-2, 
штаммы изолят в и у-2, и на 14-е сутки после ин-
фицирования. 

в результате инфицирования обезьян культура-
ми штаммов изолят в и у-2 у животных обеих групп 
респираторные явления и гибель не зафиксированы. 
обезьяны демонстрировали умеренное снижение 
аппетита. гипертермия отмечена у двух животных, 
инфицированных штаммом изолят в, и четырех жи-
вотных, инфицированных штаммом у-2 (у послед-
них лихорадочное состояние продолжалось более 
длительное время). мониторинг массы тела показал 
некоторое ее снижение у обезьян, инфицированных 
культурой штамма у-2, вероятно, из-за длительного 
лихорадочного состояния. в сыворотках крови жи-
вотных обеих групп титр вна против вируса на 14-е 
сутки составлял менее 1:5. рнк вируса SARS-CоV-2 
методом пцр-рв не выявлена ни в одной из проб ор-
ганов животных.

в группе обезьян, инфицированных культурой 
штамма изолят в, генетический материал вируса 
обнаружили только в пробах из носоглотки и ану-
са от одного животного, у него же зафиксировали 
повышение температуры тела на 3-и и 6-е сутки. 
биологическая активность вируса в смыве из рото-
глотки составляла менее 1,34 lg бое·мл–1. у всех 
животных зафиксировано уменьшение относитель-
ного содержания в-лимфоцитов, т-хелперов, уве-
личение цитотоксических т-лимфоцитов и субпопу-
ляций моноцитов, несущих маркеры ранней и позд-
ней активации. у четырех животных из пяти уве-
личилось относительное содержание натуральных  
киллеров.

в группе обезьян, инфицированных культурой 
штамма у-2, рнк вируса обнаружили в пробах от 
трех особей. уровень накопления вируса в высевах 
из носоглотки на 6, 10 и 14-е сутки не превышал 
1,34 lg бое·мл–1. показатели клеточного иммунитета 
претерпели меньшие и разнонаправленные измене-
ния в отличие от показателей животных, инфициро-
ванных культурой штамма изолят в. статистический 
анализ данных показателей клеточного иммунитета 
животных представлен в таблице.
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сравнение средних значений показателей 
мкпк до и после инфицирования c использовани-
ем T-критерия в группе животных, инфицирован-
ных культурой штамма изолят в, выявило отличие 
для в-лимфоцитов общих, т-хелперов и моноцитов, 
экспрессирующих маркер ранней активации (р<0,2). 
у животных, инфицированных культурой штамма 
у-2, выявлено отличие только для моноцитов, экс-
прессирующих маркер ранней активации (р<0,2). 

дополнительно проведены расчеты с исполь-
зованием непараметрического критерия уайта. 
показаны следующие результаты до и после инфи-
цирования: 

- штаммом изолят в: выявлены различия пока-
зателей т-лимфоцитов общих и в-лимфоцитов об-
щих (р<0,2), а также показателей т-хелперов и цито-
токсических т-лимфоцитов (р<0,1);

- штаммом у-2: различаются значения показа-
телей только моноцитов, экспрессирующих маркер 
ранней активации CD25 (р<0,1).

полученные данные свидетельствуют об от-
личиях в клинических и лабораторных проявле-
ниях заболевания, возникшего у макак-резусов в 
результате инфицирования культурами различных 
штаммов вируса SARS-CoV-2. на 14-е сутки после 
инфицирования у животных, зараженных штаммом 
изолят в, зафиксировано увеличение относитель-
ного содержания общих т-лимфоцитов, цитотокси-
ческих т-лимфоцитов и моноцитов, экспрессирую-
щих маркер ранней активации сD25; уменьшилось 
относительное содержание общих в-лимфоцитов 
и т-хелперов. у большинства животных увели-
чилось относительное содержание натуральных 
киллеров. при этом практически полностью отсут-
ствовали клиническая симптоматика и выделение 
вируса. похожие реакции т-лимфоцитов (более 
высокая функциональная активность CD8+ по срав-
нению с CD4+т-клетками) описаны у пациентов с 
COVID-19 [14]. в группе, зараженной штаммом у-2, 
на фоне гипертермии и потери массы тела выделение 
возбудителя происходило у большинства животных, 
но зафиксировано достоверное изменение только 
одного показателя клеточного иммунитета (увели-
чение относительного содержания моноцитов, экс-
прессирующих маркер ранней активации сD25).

реакциями клеточного иммунитета под влия-
нием вируса можно объяснить более легкое проте-
кание заболевания у животных, инфицированных 
культурой штамма изолят в. увеличение моноци-
тов, экспрессирующих маркер ранней активации 
сD25, и натуральных киллеров свидетельствует об 
активации системы врожденного иммунитета, к ко-
торой относятся упомянутые клетки. увеличение 
популяции общих т-лимфоцитов и цитотоксических 
т-лимфоцитов говорит о подключении адаптивного 
иммунитета, причем уменьшением относительного 
содержания т-хелперов можно объяснить снижение 
в-лимфоцитов, на которые т-хелперы должны ока-
зывать активирующее действие; следствием угнете-

ния в-лимфоцитов является отсутствие выработки 
ими вна. по данным литературы, у людей, как и у 
животных, при легком течении COVID-19 также на-
блюдалась активация т-клеточного звена иммуните-
та на фоне низкой продукции антител [15, 16].

можно предположить, что штамм у-2 силь-
нее угнетает систему клеточного иммунитета, чем 
штамм изолят в. зафиксирован только признак 
активации системы врожденного иммунитета – 
увеличение относительного содержания моноци-
тов, экспрессирующих маркер ранней активации 
сD25. несрабатыванием системы т-, а затем и 
в-клеточного иммунитета, проявляющимся от-
сутствием вна, можно объяснить более тяжелое 
протекание заболевания (температура, потеря мас-
сы тела) у животных, инфицированных культурой 
штамма у-2 [17]. в литературе описан вызываемый 
SARS-CoV-2 феномен лимфоцитарного истощения 
у инфицированных, обусловленный как прямой 
атакой коронавирусов на лимфоциты, так и индук-
цией апоптоза этих клеток [18, 19]. таким образом, 
интерпретируя показатели клеточного иммунитета, 
можно анализировать патогенез инфекции и давать 
прогнозы в отношении исхода.

для создания эффективных медицинских 
средств профилактики и лечения SARS-CoV-2-
инфекции необходимым этапом является ее экспери-
ментальное моделирование, в том числе на низших 
приматах (Primates: Strepsirrhini). представители это-
го под отряда макаки-резусы (Macaca mulatta, Macaca 
rhesus) показали свою эффективность в качестве мо-
дели SARS-CoV-2-инфекции в ряде работ [20, 21].

необходимо отметить, что в данном исследо-
вании экспериментальная инфекция протекала у 
обезьян в легкой форме, что не совсем адекватно 
течению данного заболевания у человека, у которо-
го COVID-19 может проходить в средней и тяжелой 
форме [22]. также следует учитывать, что выражен-
ность молекулярной мимикрии между белками ви-
руса и хозяина для обезьян может отличаться от про-
явления данного феномена у человека [23]. так, раз-
нообразие генов белков MHC у этих животных шире, 
чем у людей [24]. совпадение белковых последова-
тельностей вируса и организма хозяина может суще-
ственно влиять на выраженность иммунного ответа и 
степень риска развития осложнений аутоиммунного 
характера, что особенно важно при разработке вак-
цин [25]. многие особенности протекания инфекции 
у обоих видов еще предстоит определить, поэтому 
результаты следует интерпретировать осторожно.

таким образом, впервые в российской 
Федерации проведено изучение методом проточной 
цитометрии клеточного иммунитета макак-резусов 
после экспериментального инфицирования корона-
вирусом SARS-CoV-2. полученная информация мо-
жет быть использована для исследования патогенеза 
SARS-CoV-2-инфекции, течения и исхода заболе-
вания, а также разработки стратегий вакцинации и 
лечения.
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