
67

Для изготовления тест-систем иммунофермент-
ных, магноиммуносорбентных, иммуноглобулинов 
диагностических флуоресцирующих, диагностику-
мов эритроцитарных требуются преципитирующие 
антитела (Ат), которые получают при гипериммуни-
зации животных растворимыми антигенами (Аг). Это 
можно объяснить тем, что при использовании кор-
пускулярных антигенов титры Ат при первичном и 
вторичном иммунном ответе мало различаются. При 
введении животным растворимых Аг увеличивается 
синтез Ат при вторичном иммунном ответе [10, 11].

В процессе иммунизации необходимо учитывать 
целый ряд факторов: физико-химическое состояние 
Аг, дозы, способы, интервалы и кратность введения 
Аг, общую продолжительность цикла иммунизации, 
применение адъювантов и иммунокорректоров, кото-
рые в совокупности должны обеспечивать получение 
иммунных сывороток с достаточно высоким титром 
специфических Ат за сравнительно короткий проме-
жуток времени при минимальном расходовании анти-
генного и другого материала и не приводить к состоя-
нию иммунологической толерантности животного.

Цель исследования – разработка эффективной 
схемы иммунизации животных для получения вы-
сокоактивных, специфичных гипериммунных сы-
вороток, являющихся качественным биологическим 
сырьем для производства медицинских иммунобио-
логических препаратов.

Материалы и методы

Водорастворимые Аг получали из стерильных 
микробных биомасс возбудителей чумы, бруцеллеза, 
сибирской язвы, туляремии, холеры, лептоспироза, 
легионеллеза, кампилобактериоза методом водно-
солевой экстракции с последующей ультразвуковой 
дезинтеграцией.

В опытах были использованы 500 кроликов обое-
го пола породы шиншилла массой 3–3,5 кг. В процессе 
содержания животных поддерживали рекомендуемый 
режим питания согласно приказу № 1179 [5]. 

Количественное определение белка проводи-
ли методом сравнения поглощения белков при 280 и 
260 нм на спектрофотометре СФ-46 [13]. Титр спец-
ифических Ат в сыворотках крови определяли в не-
прямой реакции иммунофлуоресценции (РНИФ) [14]. 
Специфическую активность Аг и полученных иммун-
ных сывороток определяли в реакции иммунодиф-
фузии (РИД) в 1 % агаровом геле (Difco, USA) [12]. 
Лиофилизацию сывороток проводили в камере LZ-9c 
(Чехия). Для подтверждения воспроизводимости и 
достоверности результатов, полученных при исследо-
вании, применяли методы вариационной статистики, 
изложенные в работе [8]. При оценке доверительного 
коэффициента исходили в каждом случае из степени 
числа свобод выбранной нами точности 95 %.

Результаты и обсуждение

Для получения гипериммунных сывороток при-
меняли белковые антигенные комплексы из микроб-
ных биомасс, адъюванты и имунокорректоры, обла-
дающие разнообразным биологическим действием. 

Попытки иммунизации кроликов по схеме, со-
стоящей из последовательных многоточечных вну-
трикожных введений Аг с полным адъювантом 
Фрейнда, приводили к иммунному ответу лишь у 
25–30 % иммунизируемых животных, при этом дли-
тельность иммунизации составляла 2,5–3 мес., а у 
кроликов развивалась адъювантная болезнь, которая 
выражалась в возникновении множественных опу-
холевидных образований на месте введения с после-
дующими изъявлениями.

В дальнейшем в качестве иммуномодулирующе-
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го вещества мы применили феракрил (смесь желез-
ных (II, III) солей полиакриловой кислоты), который 
способен вызывать выраженное увеличение антите-
лообразующих Т- и В-клеток [3]. Разработана схема 
иммунизации: грундиммунизация включала пять 
последовательных парентеральных введений смеси 
Аг с 3% водно-спиртовым раствором феракрила с 
интервалами в 3–7 дней. Через 30 сут после послед-
ней инъекции Аг у животных брали из краевой вены 
уха кровь и отделяли не менее 4 мл иммунной сыво-
ротки, в которую добавляли Аг с целью получения 
комплекса Аг – Ат. Основной цикл иммунизации со-
стоял из четырех внутривенных инъекций комплекса 
Аг – Ат через каждые 3–4 дня тому же животному, 
от которого была получена иммунная сыворотка. 
При такой схеме иммунизации получили кроличьи 
гипериммунные сыворотки с высокой специфиче-
ской активностью в иммунологических реакциях. 
При этом иммуностимулирующий эффект при от-
сутствии токсического воздействия на животное, без 
возникновения адъювантной болезни, достигался у 
95 % кроликов. Что же касается продолжительности 
цикла иммунизации, то она не всегда приемлема, по-
скольку конечные результаты достигались не ранее 
49–54 дней [6].

С учетом накопленного опыта и теоретических 
предпосылок предложена и экспериментально обо-
снована новая схема иммунизации животных: анти-
генный материал пятикратно вводили внутривенно, 
одновременно внутримышечно в качестве иммуно-
модулятора инъецировали тималин, в третью инъ-
екцию дополнительно вводили внутримышечно 
циклофосфан. Использование в качестве иммуномо-
дулятора тималина способствовало значительному 
повышению титров специфических сывороточных 
Ат за счет увеличения числа антителообразующих 
клеток в результате стимуляции функции макрофа-
гов и хелперных Т-клеток. Циклофосфан, являясь 
классическим иммуносупрессором, также активизи-
ровал макрофаги, стимулируя фагоцитарную, цито-
токсическую и супрессивную (в отношении главным 
образом Т-лимфоцитов) функции [4]. Такая избира-
тельность в действии иммуностимулятора, с одной 
стороны, и определенная селективность в действии 
иммуносупрессора, с другой, служили оптимальной 
комбинацией препаратов обеих групп и режимов их 
использования для активации одних механизмов им-
мунитета и выключения других. При данном способе 
продолжительность цикла иммунизации составляла 
31–35 дней, расход антигенного материала – 7550 мкг 
на одного кролика. Титры специфических Ат в сыво-
ротках животных при определении в РИД достигали 
показателей 1:15,4 ± 1,25 – 1:28,8 ± 2,5, а в НРИФ – 
не ниже 1:13926,4 ± 1372,16. Такие характеристики 
соответствовали требованиям оценки сырья для про-
изводства иммунобиологических препаратов [7]. 

Дальнейшее проведение исследований позво-
лило предложить новую схему гипериммунизации 
кроликов с одним иммунокорректором – тимогеном, 

при этом удалось значительно снизить антигенную 
нагрузку при иммунизации. Применение тимогена 
сопровождалось мобилизацией регуляторных и эф-
фекторных механизмов адаптации организма к воз-
действию ксенобиотических факторов. Согласно 
концепции пептидного регуляторного каскада, после 
его экзогенного введения в организме происходило 
освобождение других пептидов, для которых ис-
ходный пептид служит индуктором. Биологическое 
действие тимогена реализовалось на уровне предше-
ственников Т-клеток. Эффекты препарата на клеточ-
ном уровне включали в себя специфическое связы-
вание с мембраной лимфоцитов, активацию систем 
вторичных посредников и регуляцию функциональ-
ного состояния лимфоидных клеток через цАМР-
зависимые протеикиназы [9]. 

Схема иммунизации состояла из следующих 
манипуляций: кроликам вводили внутривенно каж-
дые пять дней белковый антигенный комплекс в 
увеличивающихся дозах. В эти же сроки внутри-
мышечно инъецировали по 10 мкг тимогена. На 
7–10-й день после последнего введения иммуногена 
животных кровопускали. Активность гипериммун-
ных сывороток, полученных по этой схеме, в РИД 
составляла 1:28,8 ± 2,5 – 1:53,3 ± 5,01, в НРИФ – 
1:13926,4 ± 1372,16 – 1:24576 ± 2744,32.

Благодаря применению иммунокорректора ти-
могена, обладающему полифункциональным дей-
ствием, значительно сокращены дозировки вводи-
мого антигенного материала (с 7550 мкг до 450 мкг), 
иммунокорректора – в 500 раз, длительность процес-
са иммунизации с 35 до 22 дней, при этом повышен 
выход целевого продукта за счет увеличения антите-
лообразования у животных-продуцентов с одновре-
менным уменьшением трудозатрат.

Обнадеживающие результаты получены при ис-
пользовании иммунокорректора иммунофана – син-
тетического гексопептида (C36H61O10N12), способного 
резко увеличивать титры и длительность циркуляции 
специфических Ат. После пятикратного внутривен-
ного введения Аг на фоне внутримышечных инъ-
екций иммунофана удалось получить относительно 
сходные результаты практически у 100 % животных.

Для повышения специфичности полученных им-
мунных сывороток необходимо проведение сорбции 
антител, дающих перекрестные реакции с гетероло-
гичными антигенами. Как показал наш собственный 
опыт, истощение сывороток микронными клетками, 
широко применяемое в сывороточном производстве, 
существенно понижает специфические титры анти-
тел, зачастую приводя к полной непригодности сырья. 
Использование твердофазных полиакриламидных 
сорбентов на основе водорастворимых антигенов из 
гетерологичных микроорганизмов приводит к повы-
шению специфичности сывороток, при этом титры 
антител снижаются незначительно. Однако техно-
логия приготовления полиакриламидных сорбентов 
включает использование высокотоксичных импорт-
ных реактивов и трудоемка. Этих недостатков ли-
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шен аффинный сорбент с магнитными свойствами на 
основе кремнезема – алюмосиликата, примененный 
нами. Наличие у иммуносорбента магнитных свойств 
дает возможность его сепарации с помощью постоян-
ного магнита, исключая этап центрифугирования, что 
упрощает и ускоряет процесс сорбции, при этом сор-
бент можно регенерировать 3М раствором роданисто-
го калия и многократно использовать [1, 2]. 

Таким образом, разработаны новые, эффектив-
ные подходы для получения чумных, бруцеллезных, 
сибиреязвенных, туляремийных, холерных, лептоспи-
розных, легионеллезных, кампилобактериозных гипе-
риммунных сывороток, которые являются высокока-
чественным биологическим сырьем для производства 
различных иммунобиологических препаратов.
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