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применяемая для специфической профилакти-
ки чумы в россии живая вакцина (жчв), представ-
ляющая собой лиофилизированную живую культуру 
вакцинного штамма чумного микроба Yersinia pestis 
EV линии нииэг, вызывает развитие иммунитета 
у вакцинированных длительностью до 1 года [2]. 
одним из способов воздействия на механизмы про-

лонгации напряженного иммунитета при чуме явля-
ется использование иммуномодуляторов. 

препарат азоксимера бромид (полиоксидоний), 
относящийся к высокомолекулярным химически 
чистым иммуномодуляторам, получаемый с по-
мощью направленного химического синтеза, пред-
ставляет собой N-оксидированное производное по-

Биотехнология, иММунология

Пробл. особо опасных инф. 2017; 2:58–62. DOI: 10.21055/0370-1069-2017-2-58-62

удк 616.98:579.842.23

с.а.бугоркова, а.ф.курылина, Т.н.Щуковская

МорфофунКциональная хараКтериСтиКа иММуноКоМПетентных органов  
Мышей линии BALB/C При иММунизации ваКцинныМ штаММоМ  

Yersinia pestis EV нииЭг на фоне иММуноМодуляции
ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов, Российская Федерация

цель работы. определение характера и динамики морфофункциональных изменений в органах 
периферической иммунной системы мышей линии BALB/с при иммунизации вакцинным штаммом 
Yersinia pestis EV нииэг на фоне иммуномодуляции. материалы и методы. с помощью комплекса 
гистологических, гистохимических, иммуногистохимических методов, с применением морфометриче-
ского анализа охарактеризована направленность иммунологических процессов в периферических лим-
фоидных органах мышей линии BALB/c. результаты и выводы. установлено стимулирующее влия-
ние полиоксидония в схеме сочетанного применения с Y. pestis EV линии нииэг на процессы проли-
ферации клеток в т-зонах лимфоидных органов, на активацию в них субпопуляции т- и в-лимфоцитов 
по увеличению доли специфически окрашенных маркером CD25 клеток и ядер лимфоцитов с большим 
содержанием аргирофильных гранул, косвенно характеризующих функциональное состояние ядерного 
аппарата в них, а также на интенсификацию реакции клеток нейроэндокринного окружения лимфоид-
ных структур. по результатам комплексного морфологического анализа детализированы особенности 
морфофункциональных изменений в иммунокомпетентных органах биомодели, свидетельствующие о 
перспективности применения полиоксидония с целью повышения эффективности противочумной вак-
цинации.
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Objective of the study is to specify the character and dynamics of morpho-functional changes in the organs of peripheral immune 
system of BALB/c mice in case of immunization with vaccine Yersinia pestis EV NIIEG strain against the background of immune 
modulation. Materials and methods. Applying a combination of histological, histo-chemical, immune histo-chemical methods, and 
morphometric analysis, defined has been the targeting of immunological processes in peripheral lymphoid organs of BALB/c mice. 
Results and conclusions. Revealed has been stimulating effect of polyoxidonium in concomitant use of Yersinia pestis EV NIIEG, 
on the processes of cell proliferation in T-zones of lymphoid organs, on activation of T- and B-lymphocyte sub-population in them 
by reference to the increment in the amount of specifically stained with CD25 marker cells and nuclei of lymphocytes with high ar-
gyrophil granule content, indirectly characterizing the functional state of nuclei apparatus, as well as on response intensification of 
neuroendocrine environment of lymphoid structures. Based on the results of complex morphological analysis, specified have been the 
peculiarities of morphofunctional changes in immune competent organs of biomodels, being indicative of polyoxidonium potential to 
increase the effectiveness of vaccination against plague. 
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лиэтиленпиперазина с молекулярной массой около 
100 кда [13]. полиоксидоний характеризуется широ-
ким фармакалогическим воздействием на организм, 
но главным образом изучен его иммуномодулирую-
щий эффект [7]. известно, что в условиях макроорга-
низма этот препарат не только активирует клеточный 
и гуморальный иммунитет посредством запуска ка-
скада многогранных реакций клеток моноцитарно-
макрофагальной системы, но и оказывает воздей-
ствие на нейроэндокринную систему [8]. 

возможность применения иммуномодулирую-
щих препаратов в схемах противочумной вакцина-
ции [3, 9, 10] диктует необходимость комплексного 
морфофункционального контроля состояния орга-
нов иммуногенеза при сочетанном использовании 
жчв и иммуномодулятора. 

цель данной работы – определить характер и 
динамику морфофункциональных изменений в ор-
ганах периферической иммунной системы мышей 
линии BALB/с при иммунизации вакцинным штам-
мом Yersinia pestis EV нииэг на фоне иммуномо-
дуляции.

материалы и методы

противочумный вакцинный процесс модели-
ровали на мышах линии BALB/c массой 18–20 г 
(60 особей) путем подкожного введения 2,5·104 м.к. 
вакцинного штамма Y. pestis EV линиии нииэг в 
соответствии с приложением 7 методических ука-
заний [5]. содержание и уход за животными вы-
полняли в соответствии с «правилами проведения 
работ с использованием экспериментальных живот-
ных». мышам 1-й группы за час до иммунизации 
вакцинным штаммом Y. pestis EV подкожно в дозе  
0,2 мг/кг вводили полиоксидоний (по), животным 
2-й группы аналогичным образом была введена толь-
ко культура вакцинного штамма Y. pestis EV. в каче-
стве контрольных были взяты интактные мыши, ко-
торым подкожно иннокулировали физиологический 
раствор (к1) или по (к2). животных выводили из 
эксперимента на 1, 3, 7, 14 и 21-е сутки с помощью 
хлороформа. периферические лимфоидные органы 
(селезенка, регионарные (рлу) к месту введения и 
отдаленные (олу) лимфатические узлы) фиксирова-
ли в 10 % водном нейтральном растворе формалина, 
дальнейшую обработку гистологического материала 
проводили по стандартной схеме [4]. готовые полу-
тонкие парафиновые срезы для обзорной микроско-
пии окрашивали гематоксилином и эозином. 

уровень пролиферативной активности т- и в-зон 
характеризовали полуколичественным методом по 
3-балльной шкале (от 0 до 3): 0 баллов – отсутствие 
активности; 1 балл – слабовыраженная активность; 
2 балла – умеренно выраженная активность; 3 бал-
ла – резко выраженная активность. применительно к 
фолликулам лимфатических узлов, представляющих 
собой в-зоны, к высокоактивным (3 балла) относили 
структуры с так называемыми светлыми центрами, 

богатыми бластными формами клеток, с наличи-
ем митозов, с макрофагами, содержащими осколки 
ядер. на среднюю степень активности фолликулов 
(2 балла) указывали: увеличение в светлых центрах 
числа эпителиоидных клеток, четкий перифериче-
ский ободок из малых лимфоцитов вокруг центров. 
в фолликулах со слабой активностью (1 балл) свет-
лые центры содержали мало клеток («запустевшие») 
и были окружены широкой мантийной зоной из ма-
лых лимфоцитов. Фолликулы без светлых центров 
считали не активными (0 баллов). при оценке актив-
ности в-зон мозговых тяжей, а также т-зон (пара-
кортикальных) учитывали отсутствие (0 баллов) или 
наличие гиперплазии клеток в них и характер их со-
става. преобладание бластных форм – 3 балла; сме-
шанный состав (бласты и неактивированные лимфо-
циты, либо зрелые плазматические клетки) – 2 бал-
ла; преобладание неактивированных клеток с малым 
числом бластных элементов – 1 балл. аналогичный 
подход применяли и для оценки активности т- и 
в-зон в селезенке. 

морфометрический анализ структур лимфоид-
ных органов (т- и в-зон) выполняли с использовани-
ем аппаратно-программного комплекса мекос-ц с 
помощью программы «денситоморфометрия» (вер-
сия 2.1.0.0.). 

клетки нейроэндокринной (APUD-системы) 
в лимфоидных органах выявляли методом импрег-
нации срезов серебром по гримелиусу с помощью 
готового набора реагентов фирмы BioVitrum и им-
муногистохимическим (игх) методом с использова-
нием моноклональных мышиных антител (мкат) к 
хромогранину а(Chromogranin A Ab-2 clone PHE5) – 
маркеру нейроэндокринных клеток (фирмы Thermo 
Scientific, сШа). подсчет аргирофильных элементов 
осуществляли в 10 полях зрения правильно ориенти-
рованных срезов лимфоидных органов при увеличе-
нии в 400 раз. 

для оценки нуклеолярного аппарата лимфоци-
тов применяли метод импрегнации азотно-кислым 
серебром по W.м.Howell, D.а.Black [15] с помо-
щью готового набора реагентов «AgNOR» фирмы 
BioVitrum. для оценки функционального состояния 
ядерного аппарата лимфоцитов в каждом случае при-
меняли световой микроскоп OLYMPUS CX 41 при 
увеличении в 1000 раз и программу VideoZavr 1.5, 
подсчитывая содержание гранул серебра в ядрыш-
ках 300 ядер клеток, определяя среднее содержание 
AgNOR-позитивных структур на 1 ядро, процентное 
содержание AgNOR-позитивных гранул (1, 2, 3 и бо-
лее) на 1 ядро.

активацию клеток субпопуляции т- и в-лимфо-
цитов оценивали с применением поверхностных ан-
тигенных маркеров (дифференцировочных антиге-
нов, CD), используя мкат к CD25 (Thermo Scientific, 
сШа), выполняли двухшаговый протокол с тепловой 
демаскировкой антигена по стандартной схеме про-
ведения игх реакции [6] с применением готового 
набора реагентов (EnVision Flex, Dako), ядра докра-
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шивали раствором гематоксилина. определяли долю 
окрашенных клеток среди 300 посчитанных элемен-
тов при увеличении в 400 раз и проводили полуколи-
чественный учет окрашенных клеток, ориентируясь 
на интенсивность окраски: 0 – нет окрашивания; 1 – 
слабое окрашивание; 2 – умеренное окрашивание; 
3 – сильное окрашивание.

статистическую обработку результатов произ-
водили с помощью стандартного пакета компьютер-
ных программ «Excel» и «Statistica» 7.0.

результаты и обсуждение

до 3 сут в лимфоидных органах иммунизиро-
ванных животных опытных групп регистрировали 
незначительные признаки острого серозного адени-
та и спленита, начиная с 7-х суток, отмечали разви-
тие, в различной степени выраженности, гиперпла-
стических процессов. так, в рлу на 14-е сутки у мы-
шей 1-й группы активность т-зон достигала 1–2, а 
в-зон – 3 баллов, а во 2-й группе средняя активность 
т- и в-зон находилась в пределах 2 баллов, преиму-
щественно за счет активации т-зон. в этот срок в 
селезенке при нарастании активности в среднем до 
2–3 баллов у мышей из опытных групп в большей 
степени отмечали активацию т-зон у животных 2-й 
группы. к 21-м суткам картина несколько менялась, 
и на фоне относительной активации в опытных груп-
пах т- и в-зон до 3 баллов регистрировали в боль-
шей степени активацию т-зон у мышей из 1-й груп-
пы (рис. 1). менялось и соотношение площадей, за-
нимаемых т- и в-зонами в различные сроки. если в 
селезенке мышей 1-й группы на 3-и сутки соотноше-
ние т- и в-зоны составляло 3:1, а во 2-й группе – 8:1, 
то на 21-е сутки в 1-й группе сохранялась тенденция 
увеличения соотношения зон в пользу тимусзависи-
мых областей (4:1), а во 2-й группе этот показатель 
резко менялся в пользу в-зоны и составлял 1:22.

в рлу, где явления аденита в ранние сроки после 
иммунизации были более выражены, наблюдали от-
носительное увеличение площади фолликулов во 2-й 
группе по сравнению с 1-й до 14 сут, а к 21-м суткам 
этот показатель был выше у мышей из 1-й группы и 

составлял (70057,77±32651,44) мкм2, во 2-й группе – 
(63500,12±23574,120) мкм2. в селезенке наблюдали 
обратную реакцию, так средняя площадь фоллику-
лярной ткани в органе животных 2-й группы на 3-и 
и 14-е сутки была соответственно в 1,4 и 4,7 раза 
больше, чем в группе интактного контроля (к1), но к 
21-м суткам площадь фолликулов в большей степени 
превалировала у мышей из 1-й группы и составляла 
(83816,12±4966,30) мкм2 и (73967±18911,68) мкм2 
соответственно.

интенсивность активации клеток субпопуля-
ции т- и в-лимфоцитов в лимфоидных органах по 
результатам игх исследования с маркером CD25 ха-
рактеризовало планомерное увеличение доли поло-
жительно окрашенных клеток в период 14-х по 21-е 
сутки (рис. 2, а). в рлу мышей 1-й группы отмечали 
увеличение количества положительно окрашенных 
клеток от 18 до 42 % на фоне средней интенсивно-
сти реакции в 2–3 балла, во 2-й группе этот пока-
затель достигал 18 и 32 % соответственно. на 14-е 
сутки положительно окрашенные клетки наблюдали 
преимущественно в воротном синусе лимфатиче-
ского узла, но встречались и единичные элементы в 
области фолликулов. к 21-м суткам накопление по-

рис. 1. селезенка. иммунизация Y. pestis EV нииэг в сочетании 
с полиоксидонием, 7-е сутки наблюдения. пролиферативные 
процессы. окр. гематоксилин-эозином. микроскоп OLYMPUS 
CX 41. об. 4. ок. 10

рис. 2. рлу. иммунизация Y. pestis EV 
нииэг в сочетании с полиоксидонием, 3-и 
сутки наблюдения:
А – CD25-позитивные клетки в синусе узла. 
игх. микроскоп OLYMPUS CX 41. об. 40. 
ок. 10. Б – аргирофильные гранулы в лим-
фоцитах. импрегнация срезов серебром по 
методу Howell W.M., Black D.A. микроскоп 
OLYMPUS CX 41. об. 90. ок. 10 
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ложительно окрашенных клеток регистрировали в 
паракортикальной зоне (пкз) узла. в селезенке со-
хранялась отмеченная тенденция накопления CD25-
положительных клеток чаще в т-зонах. при общей 
интенсивности реакции в органе в 2 балла на 14-е 
сутки регистрировали до 24 % положительно окра-
шенных клеток в 1-й группе и до 18 % – во 2-й. на 
21-е сутки этот показатель соответственно составлял 
54 и 48 % клеток.

при иммунологической перестройке у вакци-
нированных животных в лимфоидных органах на-
блюдали не только специфические изменения, ха-
рактерные для иммунного ответа, но регистрирова-
ли признаки активации клеток нейроэндокринной 
системы (APUD-системы). в период с 3-х по 21-е 
сутки отмечали планомерное увеличение количества 
аргирофильных клеток в опытных группах по отно-
шению к к1 (таблица). в группе к2 регистрировали 
относительное повышение количества аргирофиль-
ных клеток до 3 сут, затем их число приближалось 
к контрольным значениям, а в некоторых случаях 
было даже ниже. отмечали более выраженное уве-
личение количества аргирофильных клеток в лимфо-
идных органах у мышей 1-й группы. на 21-е сутки 
количество аргирофильных элементов в рлу мышей 
1-й группы было в 1,3 выше, чем во 2-й. в олу эта 
тенденция сохранялась. в селезенке количество ар-
гирофильных клеток в 1-й группе было в 1,5 раза 
выше аналогичного показателя во 2-й. во всех груп-
пах по результатам игх исследований отмечали 
увеличение количества хромогранин а-позитивных 
клеток до 7 сут, но к 21-м суткам число хромогранин 
а-позитивных элементов значительно снижалось в 
опытных группах.

наблюдали в рлу относительное увеличение 
среднего показателя количества AgNOR-позитивных 
ядрышек в ядрах лимфоцитов животных (рис. 2, б) 
опытных групп до 2,27±1,1 (1-я группа) и 2,14±0,92 

(2-я группа), что в среднем в 1,4 раза было выше, чем 
у интактных животных (к1). менялось и соотноше-
ние лимфоцитов с различным количеством AgNOR-
позитивных ядрышек в пользу увеличения доли кле-
ток с тремя и более гранулами до 26 % клеток в 1-й 
группе и 23 % во 2-й (в к1– 9 %). 

в селезенке на 21-е сутки количество AgNOR-
позитивных ядрышек в ядрах в среднем увеличива-
лось в 1,3 раза (1,97±0,32 в 1-й группе и 1,81±0,64 во 
2-й) по сравнению с к1 (1,53±0,13). доля лимфоци-
тов с тремя и более гранулами составляла 29 % в 1-й 
группе и 16 % во 2-й (в к1 – 6 %).

ранее полиоксидоний успешно применяли для 
повышения иммуногенности и протективной ак-
тивности жчв в экспериментальных условиях [3, 
9, 10], но в этих работах не затрагивали вопросы 
морфофункциональной трансформации в лимфоид-
ных органах биомоделей в процессе иммуногенеза. 
установленные особенности морфофункциональных 
изменений в периферических органах иммунитета 
мышей, иммунизированных против чумы в сочета-
нии с полиоксидонием, позволяют сделать вывод о 
направленной активации т-клеточного звена имму-
нитета. 

иммунная система в силу уникальности своих 
функций, реагируя на иммунизацию формировани-
ем реакций специфического иммунного ответа, еще 
и вовлекает в этот процесс, посредством нейроим-
муноэндокринной взаимосвязи, другие системы 
организма [12]. особое место в реализации способ-
ности полиоксидония влиять на иммунный ответ, по-
мимо основных мишеней – клеток макрофагально-
моноцитарной системы, воздействующих на иммун-
ную систему через ил-1, ил-6, Фно, интерферон-α, 
отведено биогенным аминам [11]. как следует из на-
ших исследований, отмеченная реакция нейроэндо-
кринных клеток в лимфоидных органах животных, 
иммунизированных на фоне иммуномодуляции, в 

реакция нейроэндокринных клеток в лимфоидных органах мышей, иммунизированных Y. pestis EV нииЭГ  
в сочетании с полиоксидонием

группа орган
срок наблюдения, сут

3 7 14 21

1-я рлу 4,1±0,94 5,9±0,82* 9,2±1,4* 10,8±0,62*

олу 5,1±1,45* 3,1±1,14 7,4±1,74* 8,1±1,16*

селезенка 4,5±1,36 6,8±1,25* 14,1±2,26* 15,8±2,44*

2-я рлу 2,9±0,84 4,75±054 7,9±0,63* 8,2±1,2*

олу 2,8±0,96 6,5±0,98* 6,9±1,1* 7,2±1,4*

селезенка 8,4±2,26* 9,7±1,14* 6,3±1,56 10,5±2,93*

к1 рлу 2,9±1,85 2,78±0,62 2,91±0,84 2,8±0,18

олу 2,3±0,64 2,4±0,72 2,2±0,32 2,4±0,84

селезенка 2,8±0,65 2,9±0,64 2,8±0,96 2,7±0,32

к2 рлу 3,9±0,94 1,5±0,81 3,2±0,96 2,7±0,64

олу 4,6±0,92* 1,3±0,64 2,8±0,81 2,8±0,81

селезенка 4,9±0,94 5,2±1,4* 3,1±0,67 2,4±0,32

*достоверное отличие от показателя в группе к1 (p<0,05). 
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виде увеличения количества клеток APUD-системы 
и повышения экспрессии в них хромогранина а про-
исходила в соответствии с эффекторной ролью ре-
гуляторных свойств, синтезируемых этими клетками 
биологически активных веществ [1, 14]. 

результаты нашего исследования согласуются с 
данными авторов [3, 9], доказавших, что полиоксидо-
ний усиливает эффекторную фазу иммунного ответа.

своеобразным маркером пролиферативной ак-
тивности лимфоидных органов на молекулярном 
уровне может быть оценка процессов репликации в 
ядре. выявляемые методом серебрения в виде черных 
точек (гранул) аргирофильные кислые негистоновые 
белки ядрышка (с23, в23, UBF и рнк-полимераза I), 
ответственные за активизацию и контроль транскрип-
ции рибосомных генов, характеризующие состояние 
активно работающих в них рнк-полимераз-1, позво-
лили косвенно охарактеризовать процесс активации 
клеток в лимфоидных органах животных, иммунизи-
рованных на фоне иммуномодуляции. 

примененный комплекс морфологических ме-
тодов для оценки состояния органов иммуногенеза 
при моделировании противочумного вакцинного 
процесса на фоне иммуномодуляции, безусловно, 
позволил детализировать направленность иммуно-
морфологических изменений у биомоделей.

таким образом, применение полиоксидония при 
моделировании противочумного иммунного ответа 
свидетельствует о перспективности его использо-
вания с целью повышения эффективности вакцина-
ции, а комплексный подход, включающий различные 
морфологические методы, повышает информатив-
ность этой оценки.
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