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Совершенствование и разработка современных, 
эффективных, безопасных, конкурентоспособных 
вакцин для профилактики особо опасных инфекци-
онных болезней диктует необходимость оптимизации 
процесса оценки качества препаратов за счет приме-
нения современных информативных методов. В этой 
связи поиск новых и совершенствование существую-
щих способов быстрой и эффективной оценки состо-
яния клеточного звена иммунной системы организма 
не теряет своей актуальности.

В последние годы в морфологии и цитологии 
широкое применение получил метод определения 
функционального состояния клеток с помощью 
оценки активности области ядрышкового организа-
тора (AgNOR) [6, 11, 12]. 

Иммунная система как одна из систем реагиро-
вания и контроля участвует во всех адаптационных 
реакциях макроорганизма [7]. Представительством 
этой системы в организме являются лимфоидные 
органы, неодинаковые по своему назначению и кле-
точному составу. В то же время любая форма иммун-
ного ответа (гуморального или клеточного) является 
результатом сложных процессов кооперации между 
различными популяциями лимфоцитов, макрофага-
ми, дендритными клетками, конечный полезный ре-
зультат которых зависит от функциональной актив-
ности компонентов системы. 

Известно, что основным компонентом всех лим-
фоидных органов выступает лимфоцит. Лимфоцит, 
принимая сигналы о любых изменениях внутренней 
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среды организма, модулирует свои функции с учетом 
восстановления общего гомеостаза. Этот принцип 
лежит в основе реакции иммунокомпетентных кле-
ток, что делает их универсальными индикаторами 
нормы и патологии. Своеобразным показателем про-
лиферативной активности лимфоидных органов на 
молекулярном уровне может быть оценка процессов 
репликации в ядрах лимфоцитов и их изменение под 
влиянием вакцинации. При различных патологиче-
ских состояниях или на фоне изменения функцио-
нальной активности в процессе формирования адап-
тивных реакций происходят изменения в ядрышко-
вом аппарате клетки [2, 3, 5, 8, 12].

Целью работы было изучение состояния ядрыш-
кового аппарата лимфоцитов периферических лим-
фоидных органов лабораторных животных, иммуни-
зированных против чумы и туляремии, для оценки 
прогностических возможностей применения этого 
параметра на этапах доклинической характеристики 
вакцин против особо опасных инфекций.

Материалы и методы

Лабораторных мышей линии BALB/c массой 
(19±1) г подкожно в область правого бедра имму-
низировали вакцинными штаммами в дозе 104 м.к.: 
1-я группа – Francisella tularensis 15 НИИЭГ; 2-я – 
Yersinia pestis EV линии НИИЭГ; 3-я – Yersinia pes-
tis EV линии НИИЭГ в сочетании с иммуномодуля-
тором синтетического происхождения азоксимера 
бромидом, который инокулировали подкожно перед 
иммунизацией в дозе 0,2 мг/кг массы животного; 
4-я – контрольная (интактные животные, которым 
аналогичным образом вводили 0,2 мл 0,9 % раство-
ра натрия хлорида); 5-я – мыши, которым подкожно 
вводили только азоксимера бромид в дозе 0,2 мг/кг. 
Всего было использовано 35 животных по 7 в группе. 
На 7-е сутки после иммунизации животных умерщ-
вляли хлороформом и для гистологического исследо-
вания брали кусочки селезенки и регионарных лим-
фатических узлов (РЛУ). Гистологический материал 
фиксировали в 10 % водном нейтральном растворе 
формалина. Дальнейшую обработку гистологическо-
го материала (проводку, заливку) проводили по стан-
дартной схеме [4]. Готовые полутонкие парафиновые 
срезы окрашивали гематоксилином и эозином. Для 
выявления активности аффинных к серебру белков 
в области ядрышкового организатора (AgNOR) по-
лутонкие срезы лимфоидных органов окрашивали 
по методу W.M.Howell и D.A.Black [10] с использо-
ванием готового набора реактивов фирмы BioVitrum. 
Для оценки функционального состояния ядерного 
аппарата лимфоцитов в каждом случае с помощью 
светового микроскопа OLYMPUS CX 41 при увели-
чении ×1000 и программы VideoZavr 1.5 определяли 
диаметр лимфоцитов в зоне фолликулов селезенки и 
паракортикальной зоне регионарных лимфатических 
узлов, площадь ядер в них. Готовность лимфоцитов к 
пролиферации оценивали по методу J.Crocker и P.Nar 

[9], основанному на выявлении зон активных ядрыш-
ковых организаторов, учитывая относительное со-
держание NOR-активи ро ван ных клеток. Для этого 
анализировали состояние 300 ядер лимфоцитов и 
определяли среднее содержание AgNOR на 1 ядро, 
процентное содержание AgNOR-позитивных гранул 
(1, 2, 3 и более) на 1 ядро. Статистическую обработку 
результатов проводили с помощью стандартного па-
кета компьютерных программ «Excel» и «Statistica» 
7.0.

Результаты и обсуждение

Аргирофильные кислые негистоновые бел-
ки ядрышка (С23, В23, UBF и РНК-полимераза I), 
ответственные за активизацию и контроль транс-
крипции рибосомных генов, выявлялись при окра-
ске в виде черных точек (гранул) – это места, где 
серебро связалось в клетке с кислыми протеинами, 
имеющими непосредственное отношение к транс-
крипции и преобразованию рРНК, а ядрышки при-
обретали коричневый цвет (рисунок). При этом со-
держание гранул серебра в ядрышках, как правило, 
соответствует количеству активно работающей в 
них РНК-полимеразы I [13]. 

Проведение количественного учета ряда пара-
метров аргентофилии ядрышка позволяет оценивать 
активность рибосомных генов [1], а следовательно, 
функциональное состояние клетки в целом. 

При иммунизации мышей отмечали относитель-
ное увеличение среднего диаметра лимфоцитов фол-
ликулов в периферических лимфоидных органах, но 
достоверных отличий в изменении среднего диаме-
тра клеток не выявлено. 

При разделении клеток по величине их диаме-
тра на малые (М) – менее 6,5, средние (С) – 6,5–8,5 и 
большие (Б) – более 8 мкм, опирались на известные 
данные, что малые и средние лимфоциты включа-
ют 95 % Т-хелперов и около 50 % цитотоксических 
Т-лимфоцитов, большие – это большие гранулярные 
лимфоциты (NK-клетки), реже делящиеся лимфо-
бласты [7]. 

Характеризуя клеточный состав лимфоцитов в 
лимфоидных органах иммунизированных животных 
по изменению величины их диаметра, наблюдали 
увеличение доли больших лимфоцитов. В селезен-
ке максимальное увеличение количества больших 
лимфоцитов до 19,4 % (в интактном контроле – 1 %) 
выявляли у мышей, иммунизированных Y. pestis EV 
НИИЭГ. В остальных группах этот показатель пре-
вышал контрольные значения не более чем в 4–6 
раз. В РЛУ доля больших лимфоцитов была макси-
мальной у мышей, иммунизированных Y. pestis EV 
НИИЭГ в сочетании с иммуномодулятором и состав-
ляла 16,1 % (в интактном контроле – 2 %), но во всех 
случаях увеличивалось количество средних лимфо-
цитов, за счет чего несколько снижался пул малых 
лимфоцитов.

Известно, что аргентофилия характерна для 
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белков, обогащенных сульфгидрильными, дисуль-
фидными связями. Как уже указывалось, четкой 
аргентофилией обладают интерфазные ядрышки и 
зоны ядрышковых организаторов на митотических 
хромосомах.

Типичный фенотип лимфоцита при окраске 
азотно-кислым серебром представлен клеткой в 
среднем с 1–2 ядрышками преимущественно ком-
пактного или нуклеолонемно-компактного типа и, 
как правило, одной экстрануклеолярной гранулой. 
Ядра равномерно окрашены, интенсивность аргенто-
филии одинакова для большинства клеток изучаемой 
популяции.

Установлено, что в большинстве групп имму-
низированных мышей готовность к пролиферации 
лимфоцитов селезенки и РЛУ превышает таковую у 
контрольных животных, о чем свидетельствует уве-
личение среднего показателя количества AgNOR-
позитивных ядрышек в ядрах клеток (таблица). Этот 
показатель в РЛУ всех иммунизированных живот-
ных превышал в той или иной степени аналогич-

ный в группе интактных животных. Что касалось 
селезенки, то достоверно относительное содержание 
AgNOR-позитивных ядрышек увеличивалось в 1,6 
раза по сравнению с интактным контролем только у 
мышей 1-й группы. 

Менялось соотношение лимфоцитов селезенки 
с различным количеством AgNOR-позитивных ядры-
шек по отношению к интактному животному (табли-
ца). Если у мышей 1-й группы увеличивалось количе-
ство клеток с одним AgNOR-позитивным ядрышком 
и умеренно нарастало число клеток с тремя и более 
AgNOR-позитивными ядрышками, то у животных в 
2-й и 3-й группах наблюдали перераспределение кле-
ток за счет уменьшения доли ядер с одним ядрыш-
ком и увеличения количества клеток с тремя и более 
AgNOR-позитивными ядрышками. Азоксимера бро-
мид, введенный интактным животным, достоверно 
не изменял функциональное состояние лимфоцитов. 
В РЛУ у всех иммунизированных мышей (таблица) 
увеличивалось количество клеток с тремя и более 
AgNOR-позитивными ядрышками.

Мышь линии BALB/c, 2-я группа. AgNOR-по ло-
жительные области в лимфоцитах 
А, Б – селезенки. В, Г – РЛУ. Импрегнация серебром 
по методу W.M.Howell и D.A.Black. Иммерсия ×1000

Характеристика состояния области ядрышкового организатора (AgNOR) в лимфоцитах периферических лимфоидных органов  
иммунизированных мышей линии BALB/c (M±m)

Группа

Селезенка Регионарные лимфатические узлы

Количество AgNOR  
на 1 ядро лимфоцита

Ядра с различным количеством  
гранул AgNOR, % Количество AgNOR 

 на 1 ядро лимфоцита

Ядра с различным количеством  
гранул AgNOR, %

1 2 более 1 2 более

1-я 2,5±0,97* 67,7 22,6 9,7 2,06±0,64* 22,6 54,8 22,6

2-я 1,81±0,17 32,3 51,6 16,1 2,32±0,93* 22,6 51,6 25,8

3-я 1,94±0,62 32,3 38,7 29,0 2,13±1,12 25,8 51,6 22,6

4-я 1,53±0,32 41,9 51,6 6,5 1,59±0,17 61,3 29 9,7

5-я 1,33±0,13 41,9 58,1 0 1,96±0,19 41,9 56,1 2

*Р<0,05 – различия достоверны по сравнению с интактным контролем.
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Таким образом, оценка функционального со-
стояния ядерного аппарата лимфоцитов органов им-
муногенеза при вакцинном процессе позволяет кос-
венно характеризовать пролиферативный потенциал 
в клеточном звене иммунитета у иммунизированных 
биомоделей. Применение метода выявления AgNOR-
позитивных ядрышек в ядрах лимфоцитов лимфоид-
ных органов иммунизированных биомоделей связано 
с возможностью быстрой и информативной количе-
ственной оценки пролиферативной активности кле-
ток, основанной на характеристике функциональных 
изменений их генома, что позволяет рассматривать 
перспективность включения этого метода в суще-
ствующую схему морфологического исследования 
на доклиническом этапе изучения разрабатываемых 
вакцин.

Авторы подтверждают отсутствие конфликта 
финансовых/нефинасовых интересов, связанных с 
написанием статьи.
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