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при диагностике туляремии у человека, а так-
же при оценке напряженности иммунитета у лиц, 
вакцинированных против туляремии, перспективно 
использование реакции лейкоцитолиза, основанной 
на явлении разрушения лейкоцитов сенсибилизи-
рованного организма под действием специфическо-
го антигена в условиях in vitro. результат реакции 
оценивается в настоящее время субъективно путем 
визуального подсчета лейкоцитов в камере горяева. 
разрушенные клеточные элементы при этом не учи-
тывают [4].

молекулярные механизмы, лежащие в основе 
феномена лейкоцитолиза, недостаточно изучены, и 
анализ литературы за последнее десятилетие сви-
детельствует, что при туляремии лизируются лейко-

циты, которые, взаимодействуя с бактериальными 
антигенами и токсинами, гибнут по типу индуциро-
ванного апоптоза, но в условиях массивной гибели и 
снижения функциональной активности макрофагов 
своевременно не удаляются из организма с помощью 
фагоцитоза. такие клетки подвергаются in vivo пост-
апоптотическому аутолизису (вторичному некрозу), 
что приводит к высвобождению в ткани организма 
опасных аутологичных молекул (DAMPs – demage 
associated molecular patterns), способных запускать 
системную воспалительную реакцию. считается, 
что вторичный некроз лейкоцитов (лейкоцитолиз) 
играет важную роль в патогенезе туляремии и дру-
гих бактериальных инфекций с массивной гибелью 
лейкоцитов по типу апоптоза [9]. 
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при отсутствии или недостаточном количестве 
функционально активных клеток «мусорщиков» 
(тканевых макрофагов) апоптоз всегда завершается 
вторичным некрозом. именно поэтому в услови-
ях in vitro лейкоцитолиз неизбежен, если механизм 
гибели лейкоцитов по типу апоптоза уже запущен 
[10]. модуляторы функциональной активности кле-
ток врожденного иммунитета (фагоцитов), такие 
как даларгин (да) [2] или полиоксидоний (по) [3], 
должны влиять, согласно нашей гипотезе, на интен-
сивность пост-апоптотического лизиса лейкоцитов 
сенсибилизированного организма в присутствии 
специфических антигенов туляремийного микроба в 
условиях in vitro. 

целью настоящей работы явилось эксперимен-
тальное подтверждение данной гипотезы на модели 
взаимодействия с тулярином спленоцитов мышей, 
привитых живой туляремийной вакциной.

материалы и методы

вакцинный штамм F. tularensis 15 нииэг, по-
лученный из «государственной коллекции патоген-
ных бактерий» Фкуз роснипчи «микроб», выра-
щивали на FT-агаре с глюкозо-витаминной добавкой 
(Фбун гнц пмб) при температуре 37 °с в течение 
48 ч. взвеси живых микробных клеток готовили в 
стерильном 0,9 % растворе натрия хлорида, рн 7,2, 
по стандартному образцу мутности осо-42-28-85п 
10 единиц, эквивалентному 5·109 м.к./мл. 

мышей линии Balb/c массой 18–20 г под-
кожно иммунизировали F. tularensis 15 нииэг 
в дозе 104 м.к., а также в сочетании с по или да. 
иммуномодуляторы (по фирмы ооо «нпо 
петровакс Фарм», россия и да Фгу «ркнпк», 
россия) вводили животным подкожно за 60 мин 
до вакцинации в дозе 4 и 2 мкг соответственно. 
контрольную группу coставили интактные мыши. 
всего в работе использовано 48 животных (по 12 
особей в каждой группе).

все манипуляции на животных осуществля-
ли с одобрения комитета по биоэтике российского 
научно-исследовательского противочумного инсти-
тута «микроб» (протокол № 1 от 30.09.2015 г.).

на 21-е сутки иммуногенеза мышей умерщвля-
ли декапитацией, забирали селезенку и общеприня-
тым методом выделяли спленоциты (сп). в мазках, 
окрашенных по романовскому-гимзе, определяли 
относительное содержание лимфоцитов и фагоцитов 
(селезеночных макрофагов). макрофаги селезенки 
(мс) выделяли из суммарной фракции сп путем 
адгезии на пластиковых чашках петри, инкуби-
руемых в течение 2 ч при 37 °с в со2-инкубаторе. 
жизнеспособность сп и макрофагов в момент их 
выделения подтверждали в тесте с трипановым си-
ним [6]. 

в опытах in vitro использовали аллерген ту-
ляремийный жидкий для накожного применения 
(коммерческий препарат тулярин), представляющий 

собой взвесь туляремийных микробов вакцинного 
штамма F. tularensis линии 15 нииэг, убитых на-
греванием в 0,9 % растворе хлорида натрия (Фгун 
«нпо «микроген», омск). исследуемые взвеси сп 
и мс каждой группы мышей делили на четыре ча-
сти, в которые добавляли соответственно физиоло-
гический раствор (контроль), тулярин в количестве  
5·108 м.к./мл, тулярин в сочетании с по или да. 
рабочие концентрации по и да для экспериментов 
in vitro выбирали по литературным данным [2, 3]: 100 
и 2 мкг/мл соответственно. клетки инкубировали в 
течение 24 ч при 37 °с во влажной атмосфере со2.

методом проточной цитофлуориметрии иссле-
довали до и после инкубации характер распреде-
ления отдельных клеток по клеточному циклу для 
определения относительного содержания (в %) про-
лиферирующих и апоптотических клеток, несущих 
соответственно более 2с днк (стадии S+G2+м кле-
точного цикла) и менее 2с днк на клетку [5]. для 
этого клетки осаждали центрифугированием (400 g, 
10 мин), фиксировали 70 % этанолом, окрашивали 
раствором, содержащим 50 мкг/мл пропидия йо-
дида (MP Biomedicals, LLC, Germany), 100 мкг/мл 
рнказы (Thermo Scientific, Lithuania-литва), 0,1 % 
Triton X-100 (MP Biomedicals, LLC, Germany) [7] и 
анализировали на проточном цитометре CyAn аDP 
(дания).

часть сп и см подвергали гипотоническо-
му шоку в деионизованной воде с восстановлени-
ем солевого баланса 10-кратным раствором хенкса 
(мпбп, россия) через 10 с, чтобы обеспечить лизис 
эритроцитов при сохранении стабильности мембран 
мышиных спленоцитов [1]. интенсивного лизиса сп 
добивались путем увеличивая срока пребывания кле-
ток в воде до 18 с. после данной процедуры клетки 
и клеточный дебрис осаждали центрифугированием, 
фиксировали этанолом и после окраски по днк ис-
следовали на проточном цитометре.

результаты анализа обрабатывали стати-
стически, определяя достоверность различий по 
t-критерию стьюдента.

результаты и обсуждение

результаты контрольных экспериментов с лей-
коцитами, подвергнутыми гипотоническому шоку, 
показали способность проточной цитофлуориме-
трии регистрировать разрушенные клеточные эле-
менты по интенсивности их днк-флуоресценции. 
неповрежденные диплоидные клетки, обладающие в 
норме одинаково интенсивной днк-флуоресценцией 
(рис. 1, а), сохраняли свою целостность после 10 с 
пребывания в условиях гипотонического шока. 
состояние их ядер не изменялось (рис. 1, б). при 
увеличении срока пребывания клеток в воде до 18 с 
лейкоциты и их ядра разрушались. в результате 
(рис. 1, в), в более чувствительном логарифмическом 
режиме днк-анализа учитывались сигналы днк-
флуоресценции, как от оставшихся неповрежденных 
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диплоидных сп (область R3 на днк-гистограмме), 
так и от разрушенных (лизированных) клеток (об-
ласть R6). при днк-анализе того же образца в ли-
нейном режиме с относительно небольшим числом 
каналов измерения невозможно было идентифици-
ровать пик на днк-гистограмме, характерный для 
лизированных сп (рис. 1, г), поскольку слабые им-
пульсы днк-флуоресценции от разрушенных кле-
точных ядер не дифференцировались от фонового 
свечения красителя.

полученные в логарифмическом режиме днк-
гистограммы (рис. 2) наглядно иллюстрируют раз-
личную реакцию лейкоцитов иммунного и не иммун-
ного организма на контакт с тулярином в условиях in 
vitro. через 24 ч инкубации в популяциях сп и мс, 
выделенных из иммунного организма через три не-
дели после иммунизации мышей живой туляремий-
ной вакциной, клетки подвергаются в присутствии 
тулярина значительно более интенсивному лизису 
(рис. 2, б и г), чем в популяциях сп и мс, получен-

ных от контрольных животных (рис. 2, а и в).
в таблице представлены статистически обрабо-

танные экспериментальные данные, которые свиде-
тельствуют, что, когда эффект исследуемых иммуно-
модуляторов (in vivo и in vitro) отсутствовал, соблю-
далась прямая корреляция между интенсивностью 
лизиса сп мышей через сутки взаимодействия их с 
тулярином в условиях in vitro и интенсивностью ги-
бели мс по типу апоптоза in vivo к моменту начала 
процесса инкубации. на 21-е сутки после иммуниза-
ции мышей живыми клетками вакцинного штамма 
туляремийного микроба доля мс в апоптозе увели-
чилась относительно нормы в 2,5 раза (в среднем с 
10,3 до 24,9 %, p<0,05). поэтому одной из вероятных 
причин более интенсивного лизиса мс, выделен-
ных именно из иммунного организма, может быть 
попадание в условия in vitro для взаимодействия с 
тулярином значительно большего числа клеток с уже 
запущенным in vivo механизмом гибели.

кроме того, нами замечено, что при исследова-

рис. 2. цитофлуориметрические днк-гис-
тограммы, иллюстрирующие влияние про-
тивотуляремийной вакцинации на лизис 
спленоцитов и макрофагов селезенки, вза-
имодействующих in vitro с тулярином:
А, Б – спленоциты контрольного и иммунного 
животного соответственно; В, Г – макрофаги 
селезенки контрольного и иммунного животно-
го соответственно; R3, R4, R6 – области гисто-
грамм, соответствующие пролиферирующим, 
апоптотическим и лизированным клеткам

рис. 1. результаты цитофлуориметрическо-
го днк-анализа спленоцитов контрольного 
животного, подвергнутых в деионизован-
ной воде гипотоническому шоку различной 
длительности:
А – контроль (без гипотонического шока); Б – 
гипотонический щок в течение 10 с; В – гипо-
тонический щок в течение 18 с; С – гипотони-
ческий щок в течение 18 с в линейном режиме 
днк-анализа; А, Б, В – получены в логарифми-
ческом режиме днк-анализа; R3, R4, R6 – обла-
сти гистограмм, соответствующие целым, непо-
врежденным апоптотическим и лизированным 
клеткам
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нии сп вакцинированных животных значения пока-
зателя клеточной пролиферативной активности были 
ниже в пробах с тулярином, где регистрировался по-
вышенный уровень лейкоцитолиза, чем в пробах без 
тулярина (таблица). пролиферирующие лейкоциты, 
находящиеся на стадиях репликации днк, предми-
тоза и митоза, обладали более высокой чувствитель-
ностью к внешнему цитотоксическому воздействию. 
более интенсивным аутолизисом на повторный кон-
такт с инфекционным агентом (или его антигенами) 
могут также отвечать лейкоциты сенсибилизиро-
ванного организма, формирующие во внеклеточном 
пространстве бактерицидные днк-сети (внеклеточ-
ные ловушки), необходимые для существенного по-
вышения эффективности киллинга бактерий в усло-
виях in vivo и in vitro [8]. 

иммуномодуляторы, добавленные к сп или мс 
совместно с тулярином, оказывали влияние на ин-
тенсивность реакции лейкоцитолиза (таблица), так 
как в присутствии по или да тулярин фактически 

утрачивал способность к запуску процесса лизиса 
сп и мс иммунного организма. в случае, когда по 
применялся in vivo при противотуляремийной вакци-
нации (группа F. tularensis + по), отмечали in vitro 
повышение уровня клеточной пролиферативной 
активности при существенном снижении интенсив-
ности лизиса сп в присутствии тулярина. введение 
да за 60 мин до противотуляремийной вакцинации 
(группа F. tularensis + да) активировало пролифера-
цию сп. в присутствии тулярина, а также тулярина 
с да, сп подвергались апоптозу, но фактически не 
лизировались. 

таким образом, полученная в работе информа-
ция согласуется с современными представлениями 
о важной роли индуцируемого бактериями апоптоза 
в развитии при туляремии процесса лейкоцитолиза. 
противотуляремийная вакцинация активировала в 
организме животных апоптоз селезеночных макро-
фагов и в результате стимулировала процесс пост-
апоптотического лизиса спленоцитов, взаимодей-

Влияние иммуномодуляторов и противотуляремийной вакцинации на показатели лизиса, апоптоза и пролиферации спленоцитов (сП)  
и макрофагов селезенки (мс) при взаимодействии in vitro с тулярином

группа животных клетки индуктор Nлиз Nа Nп Nа
0/Nп

0

контроль

сп

Фр 3,5±0,3 20,8±0,6 22,20±1,0 3,9±0,7/8,6±0,5

тулярин 3,0±0,6 19,8±1,2 19,7±0,8

тулярин + по 2,8±0,2 23,3±0,9 20,6±0,6

тулярин + да 8,8±0,7* 26,3±1,1* 29,2±1,5

мс

Фр 5,4±1,1 44,5±2,4 14,2±1,8 10,3±0,6/14,7±0,4

тулярин 24,5±2,7* 26,1±0,4* 8,2±1,3

тулярин + по 5,5±0,1 51,8±2,8 10,6±0,1

тулярин + да 15,5±1,7* 45,1±3,5 5,6±0,3*

F. tularensis

сп

Фр 5,2±0,7 12,2±0,2 32,1±1,5* 2,1±0,7/6,6±0,4

тулярин 15,5±2,2* 27,5±2,6 23,9±1,9

тулярин + по 4,9±0,7 19,7±1,5* 27,2±0,2*

тулярин + да 6,6±1,8 30,9±0,5* 25,7±1,4

мс

Фр 3,2±0,8 29,2±1,6 9,4±1,0 24,9±2,4*/7,6±0,6

тулярин 38,4±4,6 21,1±2,1 10,9±1,5

тулярин + по 9,6±2,6 28,5±2,3* 16,6±2,0

тулярин + да 8,9±0,2 35,0±4,1 14,7±2,5

F. tularensis + по

сп

Фр 1,5±0,07 16,5±1,3 33,0±0,6 2,8±0,6/11,6±1,1

тулярин 7,8±0,9* 17,6±1,3 25,2±0,6*

тулярин + по 2,6±0,4 22,1±1,3 25,6±1,0*

мс

Фр 25,83±1,0* 23,1±0,4* 14,6±0,2 18,6±0,3/15,2±0,4

тулярин 19,8±3,3 39,5±0,3* 10,0±0,6

тулярин + по 5,3±0,7 30,3±2,2* 22,5±2,0*

F. tularensis + да

сп

Фр 2,7±0,1 18,3±2,8 37,6±2,6* 13,4±0,3/9,3±1,1

тулярин 5,8±0,6* 36,0±0,5* 23,8±0,3

тулярин + да 2,9±0,3* 28,4±0,3 28,8±0,5

мс

Фр 5,5±1,0 55,6±0,1 10,9±0,1 33,3±1,3*/9,8±0,8

тулярин 10,0±0,3* 39,6±0,2* 7,0±0,8

тулярин + да 4,4±0,4* 36,4±0,3* 11,0±0,6*

*достоверность различий по отношению к аналогичным показателям в контроле (p<0,05). 
по – полиоксидоний, да – даларгин, Фр – физиологический раствор (0,9 % раствор натрия хлорида, рн 7,2), Nлиз, Nа, Nп – соответственно ко-

личество лизированных, апоптотических и пролиферирующих клеток через 24 ч инкубации; Nа
0/Nп

0 – показатели апоптоза и пролиферации интактных 
и вакцинированных животных на 21-е сутки иммуногенеза в момент начала культивирования in vitro (0 ч).
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ствующих с тулярином в условиях in vitro. учитывая 
важную роль вторичного некроза фагоцитов в раз-
витии системного воспаления при туляремии [9], 
для снижения реактогенных свойств живой туляре-
мийной вакцины перспективно использование им-
муномодуляторов (по и да), подавляющих апоптоз 
макрофагов при противотуляремийной вакцинации, 
а также лизис лейкоцитов сенсибилизированного 
организма под влиянием специфических антигенов 
туляремийного микроба в условиях in vitro. кроме 
того, полученные нами экспериментальные данные 
свидетельствуют, что на основе метода проточной 
цитофлуориметрии в перспективе возможна разра-
ботка более совершенного способа учета результа-
тов реакции лейкоцитолиза в опытах с лейкоцитами 
крови человека и лабораторных животных. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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