
Проблемы особо опасных инфекций, вып. 111, 2012

84

Особо опасная зооантропонозная инфекция – 
сибирская язва, вызываемая Bacillus anthracis, ха-
рактеризуется острым началом и тяжелым течени-
ем. При несвоевременной диагностике и отсутствии 
этиотропной терапии летальность при сибиреязвен-
ной инфекции может достигать 90 % [4]. Ключевой 
момент патогенеза заболевания – воздействие экзо-
токсина возбудителя на инфицированный макроорга-
низм [6, 7]. Токсин B. anthracis состоит из трех ком-
понентов – отечного фактора, летального фактора и 
протективного антигена (ПА). ПА, с одной стороны, 
участвует в образовании токсичных комплексов, а с 
другой – является основным иммуногеном возбуди-
теля сибирской язвы. 

Важным профилактическим мероприятием, осу-
ществляемым на территориях стационарно неблаго-
получных по сибирской язве пунктов Российской 
Федерации, является вакцинация населения и вос-
приимчивых животных с использованием живых 
аттенуированных вакцин. Выраженное защитное 
действие живых вакцин сочетается с относительно 
высокой частотой развития побочных эффектов [1]. 

Избежать нежелательных последствий можно, ис-
пользуя для вакцинации очищенный препарат им-
муногенного антигена возбудителя. Оптимальным 
источником ПА могут служить штаммы B. anth­
racis, лишенные детерминант синтеза основных 
факторов патогенности [5]. Использование в каче-
стве продуцентов ПА сибиреязвенных штаммов, не 
образующих спор, позволяет избежать микробной 
контаминации лабораторных и производственных 
помещений. В ходе предыдущих работ в лаборато-
рии прикладной генетики РосНИПЧИ «Микроб» 
был сконструирован аспорогенный рекомбинант-
ный штамм B. anthracis, содержащий гибридную 
плазмиду с клонированным геном pag, кодирующим 
синтез ПА. Из культурального фильтрата штамма-
продуцента B. anthracis 55∆ТПА-1(Spo–) выделен 
ПА, достигнута высокая степень очистки препарата 
(90 %) за счет использования двухэтапной хромато-
графии [3].

Целью настоящей работы явилась оценка имму-
ногенности и безопасности препарата очищенного 
ПА на различных экспериментальных моделях. 
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Материалы и методы

Ш т а м м ы ,  л а бо р а т о р н ы е  ж и во т н ы е . 
В работе использовали рекомбинантный штамм 
В. anthracis 55ΔТПА-1(Spo–) (КМ97, патент РФ 
№ 2321629); вакцинный штамм B. anthracis СТИ-1; 
тест-зара жаю щий штамм В. anthracis 2-я вакцина 
Ценковского (ГИСК им. Л.А.Тарасевича, Москва). 

Исследования проводили на морских свинках 
массой от 250 до 300 г и линейных мышах BALB/с – 
от 18 до 20 г. 

п р и г о т о в л е н и е  с п о р  ш т а м м о в  с и б и ­
р е я з в е н н о г о  м и к р об а .  Культуру иммунизиру-
ющего или тест-заражающего штаммов В. anthracis 
выращивали в течение 3–5 сут на агаре Хоттингера 
при температуре 37 °С. Биомассу смывали с поверх-
ности агара и дважды отмывали дистиллированной 
водой. Перед иммунизацией или заражением споры 
прогревали при температуре 65 °С в течение 30 мин.

 В ы д ел е н и е  и  оч и с т ка  п а  и з  р е ком ­
б и н а н т н о г о  ш т а м м а .  ПА выделяли из штам-
ма B. anthracis 55∆ТПА-1(Spo–). Антиген очищали 
двухэтапной хроматографией как описано ранее [3].

И м м у н и з а ц и я  л а бо р а т о р н ы х  ж и во т ­
н ы х .  О чищенный ПА в сочетании с полным адъю-
вантом Фрейнда (в объемном соотношении 2:1) вво-
дили лабораторным животным подкожно двукрат-
но с интервалом 14 дней. Иммунизирующая доза 
для морских свинок составила 25 мкг, для мышей 
BALB/с – 10 мкг. Инъекцию споровой взвеси вак-
цинного штамма B. anthracis СТИ-1 осуществляли 
подкожно однократно в дозах 5·106 или 5·107 КОЕ 
для морских свинок и 2·106 КОЕ для линейных мы-
шей. Контрольным животным вводили 0,9 % раствор 
натрия хлорида.

о п р ед ел е н и е  и м м у н о г е н н о с т и  а н т и ­
г е н н о г о  п р е п а р а т а  и  в а к ц и н н о г о  ш т а м м а 
B. anthracis.  Через 21 день от последней иммуниза-
ции биомоделей заражали возрастающими дозами 
тест-штамма B. anthracis 2-ая вакцина Ценковского. 
Для иммунизированных морских свинок концен-
трация спор тест-заражающего штамма составила 
от 1·104 до 1·107 КОЕ, а для интактных – от 1·101 
до 1·104 КОЕ. Иммунизированным линейным мы-
шам вводили споровую взвесь в дозах от 1·103 до 
1·106 КОЕ, контрольным животным – от 1·102 до 
1·105 КОЕ. Наблюдение за зараженными животны-
ми осуществляли в течение 10 дней. Значение ЛД50 
тест-заражающего штамма подсчитывали по форму-
ле Кербера. Индексы иммунитета определяли как от-
ношение ЛД50 заражающей культуры для вакциниро-
ванных и интактных животных.

п о с т а н о в ка  т в е рд о ф а з н о г о  и м м у н о ­
ф е рм е н т н о г о  а н а л и з а . Очищенный ПА вноси-
ли в лунки 96-луночных планшетов («Медполимер»,  
Санкт-Петербург) в концентрации 5–10 мкг/мл. 
Меченые пероксидазой видоспецифические анти-
тела (НИИЭМ им. Н.Ф.Гамалеи РАМН, Москва) ис-
пользовали в рабочем разведении 1:1000. В качестве 

хромогенного субстрата использовали ABTS (Sigma, 
США). Результаты регистрировали спектрофотоме-
трически с помощью Stat Fax (Awareness Technology, 
США) при длине волны 405 нм. 

Цитофлуориметрический  мониторинг 
п р ол и ф е р а т и в н о й  а кт и в н о с т и  с п л е  н о -
ц и т о в  и  т и м о ц и т о в . Линейным мышам вводили 
ПА в дозе 10 мкг однократно подкожно. Лимфоциты 
тимуса и селезенки выделяли общепринятыми ме-
тодами [2]. Окрашивание лимфоцитов проводили 
смесью бромида этидия и митрамицина в течение 
20 мин. Образцы анализировали на проточном ци-
тофлуориметре ICP-22 PHYWE (Германия). 

Результаты и обсуждение

На первом этапе исследования определяли на-
пряженность и длительность поствакцинального им-
мунитета. Лабораторных животных иммунизировали 
ПА, полученным из аспорогенного рекомбинантного 
продуцента. В качестве группы сравнения исполь-
зовали биомоделей, иммунизированных вакцинным 
штаммом B. anthracis СТИ-1. Забор крови осущест-
вляли из краевой ушной вены у морских свинок и из 
хвостовой вены у линейных мышей в различные сро-
ки – на 7, 14, 21, 28-е сутки, а также через 1,5; 2; 2,5; 
3; 3,5 и 4,5 месяца после начала иммунизации. Титр 
антител к ПА определяли с помощью твердофазного 
иммуноферментного анализа. 

Отмечены следующие особенности антитело-
образования у мышей линии BALB/c. После двукрат-
ной иммунизации дозой 10 мкг очищенного препара-
та ПА происходило постепенное нарастание титров 
специфических антител. К 21-му дню иммуногенеза 
титр анти-ПА антител составил 1/2560, а через 2 ме-
сяца он достигал максимального значения – 1/40000 
(рис. 1). Вслед за пиком отмечали снижение титров 
до уровня 1/20000 – через 2,5 месяца, 1/5120 – через 
3–3,5 месяца, и 1/640 – через 4,5 месяца. В сыворот-
ках животных, вакцинированных B. anthracis СТИ-1, 

Рис. 1. Динамика титров анти-ПА антител при иммунизации 
линейных мышей BALB/c препаратом ПА (линия синего  

цвета) или вакцинным штаммом (линия оранжевого цвета): 
По оси абсцисс –  сутки и месяцы после иммунизации.  

По оси ординат – обратные значения титров сывороточных анти-ПА 
 антител. На графиках приведены средние значения данных,  

полученных от 5 особей животных 
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максимум анти-ПА антител выявлялся на 28-е сут-
ки – 1/5120. В дальнейшем выявляли титры на уров-
не 1/1280 – через 1,5–3 месяца, и 1/640 – через 3,5 ме-
сяца. На протяжении всего срока наблюдения титры 
антител к ПА у мышей, иммунизированных антиген-
ным препаратом, были выше. 

После двукратной иммунизации морских сви-
нок дозой 25 мкг рекомбинантного ПА отмечали по-
вышение титров анти-ПА антител – до 1/1280 к 21-м 
суткам, 1/5120 – к 2 месяцам (рис. 2). Пик антитело-
генеза (1/40000) регистрировали через 2,5 месяца от 
начала эксперимента. В случае иммунизации споро-
вой взвесью штамма B. anthracis СТИ-1 (5·106 КОЕ) 
максимальный титр антител к ПА в сыворотках жи-
вотных отмечали через 1,5 месяца – 1/2560. В целом 
во все сроки количество антител к ПА у биомоделей, 
иммунизированных антигенным препаратом, было 
примерно в 2–4 раза больше. 

Параллельно в течение первых двух недель про-
водили оценку реактогенности вводимого экспери-
ментальным моделям препарата ПА. Каждые два дня 
определяли массу тела морских свинок и линейных 
мышей, осматривали и пальпировали место инъек-
ции. За время наблюдения не отмечалось снижения 
веса лабораторных животных. Визуальных и пальпа-
торных изменений на месте введения препарата не 
регистрировали.

На следующем этапе оценивали способность 
ПА защищать лабораторных животных от зараже-
ния различными дозами тест-штамма B. anthracis 
2-я вакцина Ценковского. В экспериментах были ис-
пользованы морские свинки и мыши линии BALB/c 
по 20 особей в каждой. Опытных биомоделей имму-
низировали ПА или вакцинным штаммом B. anthracis 
СТИ-1. Животных контрольной группы оставляли 
интактными. Заражение осуществляли через 21 день 
от последней иммунизации. По истечении периода на-
блюдения, через 10 сут, подсчитывали значения ЛД50 
тест-заражающего штамма и индексов иммунитета. 

Необходимо отметить, что в течение поствакци-

нального периода среди морских свинок, иммуни-
зированных вакцинным штаммом, пало около 25 % 
особей, тогда как в других группах подобных случа-
ев зафиксировано не было.

В исследовании на модели линейных мышей 
были получены следующие результаты. В группе 
интактных животных показатель ЛД50 составил 5·102 
спор штамма B. anthracis 2-я вакцина Ценковского. 
Для биомоделей, иммунизированных ПА, значе-
ние ЛД50 было на два порядка выше – 7,9·104 спор. 
Степени защиты при иммунизации препаратом ПА 
в дозе 10 мкг и вакцинным штаммом B. anthracis 
СТИ-1 в дозе 2·106 КОЕ были сопоставимы. В по-
следнем случае показатель ЛД50 составил 3,1·104 
спор. Соответственно индексы иммунитета оказа-
лись практически одного порядка: для препарата 
ПА – 158,5, для B. anthracis СТИ-1 – 63,2.

В экспериментах на морских свинках наблю-
дали аналогичную тенденцию. Препарат ПА, полу-
ченный из аспорогенного рекомбинантного штамма, 
в дозе 25 мкг обладал протективностью на уровне 
вакцинного штамма B. anthracis СТИ-1. Показатель 
ЛД50 тест-заражающего штамма для иммунизирован-
ных антигенным препаратом свинок составил 1,9·107 

спор, в то время как для интактных животных он был 
ниже на четыре порядка – 5·103 спор. Значение ЛД50 
тест-штамма для биомоделей, вакцинированных 
B. anthracis СТИ-1 в дозе 5·107 КОЕ, оказалось 2·107 

спор, а в дозе 5·106 КОЕ – 3,1·106 спор. Следовательно, 
индексы иммунитета у животных, получивших пре-
парат ПА и вакцинный штамм (в дозе 5·107 КОЕ), 
были почти одинаковыми – 3980 и 3990. 

На модели морских свинок тестировали так-
же комбинированную схему иммунизации. Лабо-
раторным животным сначала вводили дозу 5·106 КОЕ 
штамма B. anthracis СТИ-1, а затем в конце поствак-
цинального периода (через 21 день) – 25 мкг очи-
щенного рекомбинантного ПА в сочетании с адъю-
вантом. В этом случае значение ЛД50 регистрировали 
на уровне 1,7·107 спор, индекс иммунитета составил 
3548. Полученные результаты свидетельствуют о 
возможности уменьшения вводимой дозы вакцинно-
го штамма при дополнительной однократной имму-
низации препаратом рекомбинантного антигена. 

Для оценки влияния препарата ПА на иммун-
ную систему биомоделей проводили исследование 
пролиферативной активности лимфоцитов органов 
центрального и периферического иммуногенеза. В 
качестве биомодели были выбраны линейные мыши 
BALB/c. Лабораторных животных (по 6 особей на 
каждый срок) иммунизировали подкожно препара-
том ПА. Контролем служили интактные животные. 
Пробы тимуса и селезенки забирали через 4 ч, на 1, 
3, 7 и 14-е сутки после иммунизации. Процентное 
соотношение тимоцитов и спленоцитов в фазах кле-
точного деления регистрировали с помощью проточ-
ного цитофлуориметра. В каждом образце анализи-
ровалось не менее 30000 клеток. Апоптоз оценивали 
по накоплению гиподиплоидных клеток в пике, рас-

Рис. 2. Динамика титров анти-ПА антител при иммунизации 
морских свинок препаратом ПА (линия синего цвета)  
или вакцинным штаммом (линия оранжевого цвета):

По оси абсцисс –  сутки и месяцы после иммунизации.  
По оси ординат – обратные значения титров сывороточных анти-ПА 

 антител. На графиках приведены средние значения данных,  
полученных от 3 особей животных 
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полагающемся левее пика, соответствующего дипло-
идным клеткам. Активацию иммунокомпетентных 
клеток отражало их число в стадии пролиферации. 
Определяли также соотношение клеток, находящих-
ся в стадии апоптоза и пролиферации. Значение дан-
ного индекса меньше единицы свидетельствует об 
отсутствии повреждающего действия исследуемого 
препарата на иммунокомпетентные клетки.

При иммунизации линейных мышей очищенным 
препаратом ПА во все сроки исследования апоптоти-
ческая и пролиферативная активность клеток тимуса 
существенно не отличалась от аналогичных показа-
телей в группе контроля (таблица). Баланс апоптоза и 
пролиферации не превышал 1,0. В пробах селезенки, 
взятых через 4 ч, на 1-е и 3-и сутки, число пролифе-
рирующих спленоцитов соответствовало контроль-
ным значениям. На 7 и 14-е сутки регистрировали 
повышение пролиферативной активности клеток 
селезенки, что может быть обусловлено пролифера-
цией В-клеток и антителопродукцией. Введение мы-
шам ПА не влияло на апоптотическую активность 
спленоцитов. Индекс соотношения клеток селезенки 
в стадии апоптоза и пролиферации не превышал 1,0.

Таким образом, синтезируемый рекомбинант-
ным аспорогенным штаммом антиген вызывает 
развитие у лабораторных животных напряженного 
адаптивного иммунитета, характеризующегося вы-
сокими значениями индексов иммунитета и титров 
специфических антител. Показано, что в иммунизи-
рующей дозе препарат ПА не обладает реактоген-
ностью и не оказывает повреждающего действия на 
иммунокомпетентные клетки органов центральной 
и периферической иммунной системы. Планируется 
расширение исследований по изучению взаимодей-
ствия рекомбинантного ПА с клетками врожденного 
и адаптивного иммунитета.

Работа выполнена по государственному кон-
тракту № 62-Д/2 от 23.08.2011 в рамках Федеральной 
целевой программы «Национальная система хими-

ческой и биологической безопасности Российской 
Федерации (2009–2012 годы)». 
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Распределение тимоцитов и спленоцитов линейных мышей BALB/c,  
иммунизированных рекомбинантным протективным антигеном, по клеточному циклу

Иммунизирующий препарат Срок иммуногенеза Пролиферирующие клетки, % Апоптотические клетки, % Баланс

тимус

Контроль 28,7±1,5 3,6±0,3 0,12

ПА 10 мкг 4 ч 32,4±0,8 3,2±0,3 0,10
1 сут 32,8±0,9 2,8±0,2 0,09
3 сут 30,1±1,3 2,3±0,5 0,08
7 сут 30,9±2,7 3,1±0,5 0,10
14 сут 26,6±0,7 2,8±0,2 0,10

Селезенка

Контроль 27,7±1,6 2,8±0,3 0,10

ПА 10 мкг 4 ч 25,5±2,5 4,5±0,8 0,18
1 сут 24,2±0,8 4,4±1,2 0,18
3 сут 22,7±1,9 5,8±1,4 0,25
7 сут 33,7±1,6 5,2±1,3 0,15
14 сут 33,7±2,4 2,4±0,4 0,07


