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РЕЗЮМЕ

Одним из важных направлений повышения иммуногенных свойств вакцинных 
штаммов против особо опасных инфекций является поиск адъювантов, 
которые не  только стимулируют иммунологическую эффективность 
вакцинации, но и могут оказывать метаболическую коррекцию вакциналь-
ного процесса. Селенорганические соединения обладают иммунотропными 
свойствами и антиоксидантным эффектом, в связи с чем изучение влияния 
селенорганического соединения 2,6-дипиридиний-9-селенабицикло[3.3.1]
нонан дибромида (974zh) на активность экспрессии генов TLR2 и TLR4 клет-
ками макроорганизма экспериментальных животных, иммунизированных 
вакцинным штаммом Yersinia pestis EV НИИЭГ, является актуальным направ-
лением исследований.
Цель работы. Оценка экспрессии генов TLR2 и TLR4 клетками иммунофа-
гоцитарной системы экспериментальных животных, имунизированных 
вакцинным штаммом Y. pestis EV на фоне иммуномодуляции селенорганиче-
ским соединением 974zh.
Материалы и методы. Исследование проводили на 125 сертифицирован-
ных беспородных белых мышах. Биологический материал (кровь, селезёнка) 
обеззараживали, селезёнку гомогенизировали. Выделение РНК и обратную 
транскрипцию осуществляли с  помощью коммерческих комплектов реа-
гентов. Уровень экспрессии генов TLR2 и TLR4 определяли методом полиме-
разной цепной реакции в реальном времени с использованием специфических 
праймеров. 
Результаты. При  оценке врождённого иммунитета на  примере клеток 
крови и  селезёнки биомоделей выявлены особенности экспрессии генов 
TLR2 и  TLR4 в  ответ на  введение вакцинного штамма Y.  pestis  EV на  фоне 
иммуномодуляции препаратом 974zh. Установлено, что данный препарат 
индуцирует статистически значимое повышение экспрессии генов TLR2 
при совместном введении с Y. pestis EV как в дозе 104 КОЕ, так и в дозе 103 КОЕ.
Заключение. Таким образом, Y. pestis EV на фоне иммуномодуляции препа-
ратом 974zh стимулирует экспрессию генов TLR2 и TLR4, что может свиде-
тельствовать о повышении иммуногенных свойств вакцинного штамма 
Y. pestis EV под влиянием этого препарата.
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ABSTRACT

One of the important directions for increasing the immunogenic properties of vaccine 
strains against highly dangerous infections is the search for adjuvants that not only 
stimulate the immunological effectiveness of vaccination, but can also provide a met-
abolic correction of the vaccination process. Organoselenium compounds have im-
munotropic properties and an antioxidant effect, and therefore, the study of the effect 
of the organoselenium compound 2,6-dipyridinium-9-selenabicyclo[3.3.1]nonane 
dibromide (974zh) on the activity of the TLR2 and TLR4 gene expression by mac-
roorganism cells of experimental animals immunized with Yersinia pestis EV NIIEG 
vaccine strain, is a current area of   research.
The aim of the work. To assess the TLR2 and TLR4 gene expression by cells of the im-
mune phagocyte system of experimental animals immunized with the Y. pestis EV 
vaccine strain against the background of immunomodulation with the organose-
lenium compound 974zh.
Materials and methods. The study was carried out on 125 certified outbred white 
mice. Biological material (blood, spleen) was disinfected, and the spleen was homog-
enized. RNA isolation and reverse transcription were performed using commercial 
reagent kits. The expression level of the TLR2 and TLR4 genes was determined using 
real-time polymerase chain reaction with specific primers.
Results. When assessing innate immunity using the example of blood and spleen 
cells of animal models, features of the TLR2 and TLR4 gene expression were revealed 
in response to the introduction of the Y. pestis EV vaccine strain against the back-
ground of  immunomodulation with the  974zh. It  was  found that  974zh induces 
a statistically significant increase in TLR2 gene expression when co-administered 
with Y. pestis EV at a dose of both 104 CFU and 103 CFU.
Conclusion. Y. pestis EV against the background of immunomodulation with 974zh, 
stimulates the expression of the TLR2 and TLR4 genes, which may indicate an increase 
in the immunogenic properties of the Y. pestis EV vaccine strain under the influence 
of this preparation.
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ВВЕДЕНИЕ

Наибольший вклад в профилактику и борьбу с ин-
фекционными заболеваниями внесла вакцинация, на-
правленная на выработку иммунного ответа, который 
обеспечивает невосприимчивость к возбудителям ин-
фекционных заболеваний. Больших успехов в  борьбе 
и профилактике особо опасных инфекций достигли бла-
годаря уже созданным вакцинам. Большая часть вакцин 
против особо опасных инфекций представляет собой ат-
тенуированные штаммы возбудителей или инактивиро-
ванные патогены, обладающие не только иммуногенной 
и протективной активностью, но также остаточной ви-
рулентностью и реактогенностью. Химические, субъеди-
ничные и комбинированные вакцины не обладают до-
статочной иммуногенной активностью и не могут срав-
ниться с живыми по эффективности [1]. Поэтому поиск 
неспецифических факторов, способных снижать степень 
негативного влияния живых вакцин на организм и по-
вышать их иммуногенную активность, позволяя снизить 
дозу антигена, является актуальным. Адъюванты могут 
усиливать иммунный ответ на введение вакцины с по-
мощью различных механизмов, в том числе за счёт ак-
тивации гуморальных и клеточных факторов врождён-
ного иммунитета [1]. Естественный иммунитет формиру-
ет раннюю линию защиты макроорганизма от микробов 
с дальнейшей инициацией адаптивного. Адъюванты спо-
собны инициировать иммунные реакции врождённой 
иммунной системы через паттерн-распознающие рецеп-
торы (PRRs, pattern recognition receptors) [2].

К одному из семейств PRRs относятся Toll-подобные 
рецепторы (TLR, Toll-like receptors), которые осуществляют 
распознавание молекулярных структур патогенов и явля-
ются важным элементом в механизме как врождённого, 
так и адаптивного иммунного ответа [3]. На сегодняшний 
день установлено не менее 10 типов TLR у человека и 13 – 
у мышей. В основном TLR экспрессированы на клетках тка-
ней, которые выполняют иммунные функции и непосред-
ственно вступают в связь с патогенами. Рецепторы разли-
чаются по адаптерным белкам, локализуются как на кле-
точной мембране, так и внутри клетки, обеспечивая про-
ведение внутриклеточного активационного сигнала [4].

Полагают, что Toll-подобные рецепторы 2-го и 4-го 
типов являются специфичными для ранней встречи па-
тогенных бактерий с клетками хозяина. Рецепторы этих 
двух типов имеют широкий спектр активирующих их ли-
ганд, локализованных на  бактериях. TLR2 и  TLR4 экс-
прессированы на моноцитах, макрофагах, нейтрофилах 
и миелоидных дендритных клетках, на эндотелии, эпи-
телиальных клетках кишечника и гепатоцитах. При вза-
имодействии TLR с  лигандами происходит индукция 
первостепенных провоспалительных факторов с  по-
следующим незамедлительным развитием механизмов 
как врождённого, так и приобретённого иммунитета.

Применение иммуномодулирующих адъювантов 
даёт возможность активировать врождённый иммуни-
тет за счёт стимуляции TLR, что может быть использова-
но при разработке новых препаратов для лечения ин-
фекционных заболеваний и создания вакцин для их про-

филактики [5]. В последние годы соединения синтетиче-
ского происхождения, влияющие на  иммуногенез, ак-
тивно исследуются и внедряются в практику в качестве 
адъювантов [6, 7].

Ранее проведённые эксперименты на  живот-
ных показали, что  экспериментальный синтетиче-
ский селенорганический препарат 2,6-дипиридиния-9-
селенабицикло[3.3.1]нонандибромида (974zh) обладает 
иммунотропными свойствами. Сочетанное применение 
с вакцинным штаммом Y. pestis EV НИИЭГ позволяет со-
хранить его иммуногенность при снижении антигенной 
нагрузки на порядок (с 104 КОЕ до 103 КОЕ) и уменьшает 
аллергическую реакцию в процессе вакцинации [8, 9].

Учитывая положительное влияние данного соеди-
нения на  макроорганизм, исследования эксперимен-
тального синтетического селенорганического соеди-
нения в сочетании с вакцинными штаммами в качестве 
адъюванта, который будет индуцировать повышение 
экспрессии генов Toll-подобных рецепторов, являются 
перспективными.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изучение влияния селенорганического соедине-
ния 974zh на экспрессию генов TLR2 и TLR4 в клетках пе-
риферической крови и селезёнки экспериментальных 
животных при введении Y. pestis EV НИИЭГ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В  данной работе использовали синтетическое се-
ленорганическое соединение 2,6-дипиридиний-9-
селенабицикло[3.3.1]нонандибромида (974zh) (ФГБУН 
Иркутский институт химии им. А.Е. Фаворского СО РАН) 
и вакцинный штамм Y. pestis EV НИИЭГ (ФКУЗ Иркутский 
научно-исследовательский противочумный институт 
Рос потребнадзора).

В эксперименте в качестве биомоделей использо-
вали сертифицированных беспородных белых мышей 
(125 шт.) обоих полов, стандартных по весу (18–20 г) и ус-
ловиям содержания. Работу с  животными проводили 
в соответствии с требованиями Директивы 2010/63/EU 
Европейского парламента и Совета Европейского союза 
от 22.09.2010 по охране животных, используемых в науч-
ных целях, и «Правил надлежащей лабораторной прак-
тики», утверждённых приказом Министерства здравоох-
ранения № 199н от 01.04.2016. Исследование одобрено 
локальным этическим комитетом института (протокол 
№ 3 от 01.06.2020; протокол № 7 от 15.11.2021).

Животных разделили на четыре опытные и одну кон-
трольную группы (по 25 особей). Исследуемый препа-
рат 974zh в дозе 2,5 мг/кг живого веса вводили животным 
подкожно в левую заднюю лапу в объёме 0,5 мл, куль-
туру клеток – подкожно в заднюю правую лапу в объё-
ме 0,5 мл. Биомоделей I опытной группы инокулирова-
ли вакцинным штаммом Y. pestis EV НИИЭГ в дозе 103 КОЕ 
на особь, II опытной группы – в дозе 104 КОЕ, III опытной 
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группы – в дозе 103 КОЕ совместно с препаратом 974zh, 
IV опытной группы – в дозе 104 КОЕ в сочетании с 974zh. 
В контрольной (V) группе использовали интактных бе-
лых мышей. Наблюдения осуществлялись на протяже-
нии 21 суток. Белых мышей из эксперимента выводили 
гуманным способом. Забор биологического материа-
ла проводили на 1-е, 3-и, 7-е, 14-е и 21-е сутки. Селезён-
ку подвергали гомогенизации (растиранию). Кровь ис-
пользовали цельную.

Обеззараживание материала проводили соглас-
но методическим указаниям МУ  3.5.5.1034-01. Образ-
цы в объёме 100 мкл помещали в микроцентрифужные 
пробирки типа «Eppendorf», смешивали с 300 мкл лизи-
рующего буфера и прогревали при температуре 65 °С 
в течение 15 мин.

Выделение молекулы РНК проводили с  использо-
ванием комплекта реагентов для выделения тотальной 
РНК из цельной крови, клеточных культур и образцов 
тканей РНК-ЭКСТРАН (ООО «Синтол», Москва). Для рас-
щепления остаточной двуцепочной ДНК в пробах при-
меняли фермент ДНКаза (ООО «Синтол», Москва) соглас-
но прилагаемой инструкции.

Синтезирование первой цепи ДНК на РНК-матрице 
проводили при  использовании набора реагентов 
для проведения реакции обратной транскрипции (ОТ) 
(ООО «Синтол», Москва).

Экспрессию TLR2 и TLR4 исследовали с помощью на-
бора реагентов для проведения полимеразной цепной 
реакции в  реальном времени (ПЦР-РВ) в  присутствии 
SYBS Green 1 (ООО «Синтол», Москва). ПЦР-РВ проводили 
в амплификаторе, детектирующем ДТ-прайм (ООО «ДНК-
технологии», Москва). Специфичные праймеры и их по-
следовательность, используемые в реакции, представ-
лены в таблице 1.

Т А Б Л И Ц А   1
ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬ ПРАЙМЕРОВ МЫШИНЫХ TLR 
ДЛЯ ПЦР В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ
T A B L E   1
SEQUENCE OF MOUSE TLR PRIMERS FOR REAL-TIME PCR

№ Ген Последовательность (5’ → 3’)
Размер 

(bp)

1 TLR2 F: 5’-CAGCTGGAGAACTCTGACCC-3’
R: 5’-CAAAGAGCCTGAAGTGGGAG-3’ 193

2 TLR4 F: 5’-CAA CAT CAT CCA GGA AGGC-3’
R: 5’-GAA GGC GAT ACA ATT CCA CC-3’ 206

Статистическую обработку полученных данных про-
водили с  использованием пакета программ MS  Excel 
(Microsoft Corp., США). Статистическую значимость оце-
нивали с использованием U-критерия Манна – Уитни. От-
носительную концентрацию (ОК) копий генов TLR рас-
считывали в программе RealTime_PCR v. 7.7 (ООО «ДНК-
технологии», Москва) и  выражали в  условных едини-
цах (у. е.). Результаты считали статистически значимы-
ми при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Установлено, что  селенорганическое соедине-
ние 974zh индуцирует повышение экспрессии генов TLR2 
в крови на 1-е сутки с последующим увеличением к 3-м 
и 7-м суткам, а в селезёнке – на 3-и и 14-е сутки при вве-
дении данного препарата совместно с вакцинным штам-
мом Y. pestis EV в дозе на порядок ниже общепринятой, 
т. е. 103 КОЕ. Так, в III группе животных относительная кон-
центрация TLR2 в крови составила на 1-е сутки исследова-
ния 12,8 у. е., на 3-и сутки – 37,9 у. е., на 7-е сутки – 25 у. е. 
Таким образом, медианные значения ОК TLR2 в клетках 
крови были выше значений I группы в 2,8 раза на 1-е сут-
ки исследования, в 12,3 раза – на 3-и, в 22,7 раза (р < 0,05) – 
на 7-е сутки. Значение медианы у животных III  группы 
было в 2,1 раза больше на 1-е сутки и в 7,1 раза (р < 0,05) – 
на 3-и сутки по сравнению со II группой. Кроме того, уро-
вень экспрессии генов TLR2 у животных III группы стати-
стически значимо возрастал по  сравнению с  таковым 
в IV группе и был в 2,8 раза выше на 1-е сутки, в 11,6 раза – 
на 3-и, в 13,2 раза – на 7-е, в 2,8 раза (р < 0,05) – на 14-е сут-
ки исследования. В клетках крови животных I группы экс-
прессия данного типа Toll-подобного рецептора не уве-
личивалась и была ниже, чем в остальных группах экс-
периментальных животных (рис. 1а).

В клетках селезёнки белых мышей III группы ОК экс-
прессии генов TLR2 была существенно выше по  срав-
нению с этим же показателем в других опытных груп-
пах и  в  контроле. На  3-и  сутки ОК составила 947  у.  е., 
что в 4,7 раза (р < 0,05) выше, чем в I группе, в 1,7 раза 
(р < 0,05) выше, чем во II группе, и в 155,2 раза (р < 0,05) 
выше, чем  в  IV  группе. На  14-е  сутки наблюдений ОК 
III группы составила 501,1 у. е. и была статистически зна-
чимо выше этого же показателя во всех остальных груп-
пах экспериментальных животных (рис. 1б).

Уровень экспрессии генов TLR4 в  крови экспери-
ментальных животных, иммунизированных Y. pestis EV 
(103 КОЕ) в сочетании с селенорганическим соединением 
(III группа), был статистически значимо выше в 5,5 раза 
(р < 0,05) экспрессии генов данного типа Toll-подобного 
рецептора у  животных, которым вводили только вак-
цинный штамм Y.  pestis  EV в  дозе 104  КОЕ (II  группа), 
и в 2,4 раза (р < 0,05) выше по сравнению с мышами, им-
мунизированными Y. pestis EV в дозе 104 КОЕ совместно 
с препаратом 974zh (IV группа), на 1-е сутки наблюдений. 
Статистически значимое увеличение показателей меди-
аны ОК экспрессии генов TLR4 наблюдалось на 7-е сутки 
в пробах крови животных III группы относительно жи-
вотных I группы и было выше в 3,9 раза (р < 0,05). В дру-
гих случаях статистически значимого повышения экс-
прессии не возникало. На 3-и, 14-е, 21-е сутки статисти-
чески значимого повышения относительной концен-
трации экспрессии генов TLR4 в клетках крови не отме-
чалось (рис. 2а).

Введение биомоделям экспериментального пре-
парата 974zh в комплексе с  Y.  pestis EV в дозе 103 КОЕ 
(III группа) вызывало повышение экспрессии генов TLR4 
в клетках селезёнки. На 1-е сутки наблюдалось увеличе-
ние концентрации по сравнению с V группой (контроль-
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ная) и II группой, где белым мышам был введён только 
вакцинный штамм Y. pestis EV в дозе 104 КОЕ. По сравне-
нию с другими экспериментальными группами на 1-е сут-
ки экспрессия TLR4 была ниже. Селенорганический 
препарат индуцировал экспрессию генов TLR4 на  3-и 
и  14-е  сутки. Относительная концентрация экспрес-
сии генов в III группе на 3-и сутки составляла 1500 у. е., 
что в 17,8 раза (р < 0,05) выше концентрации в I группе, 
в 2,3 раза (р < 0,05) выше, чем во II группе, и в 256,4 раза 
(р < 0,05) выше, чем в IV группе. На 14-е сутки уровень 
экспрессии генов TLR4 в  клетках селезёнки животных 
III группы также был статистически значимо выше, чем 

в I, II и IV группах, в 133,7, 4,5 и 283,8 раза соответствен-
но. На 7-е и 21-е сутки статистически значимых различий 
между медианными значениями экспрессии генов TLR4 
у  группы биомоделей, иммунизированных Y.  pestis  EV 
в дозе 103 КОЕ в сочетании с 974zh, и других опытных 
групп не регистрировалось (рис. 2б).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, выявленные особенности экспрес-
сии генов TLR2 и TLR4 в клетках врождённого иммунитета 
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РИС. 1.  
Относительная концентрация экспрессии генов TLR2 в клет-
ках крови (а) и селезёнки (б) белых мышей (у. е.): I – Y. pestis EV 
в дозе 103 КОЕ; II – Y. pestis EV в дозе 104 КОЕ; III – Y. pestis EV 
в дозе 103 КОЕ + 974zh; IV – Y. pestis EV в дозе 104 КОЕ + 974zh;  
V – контроль; * – p < 0,05

FIG. 1.  
Relative concentration of TLR2 gene expression in blood (а) 
and spleen (б) cells of white mice (c. u.): I – Y. pestis EV at a dose 
of 103 CFU; II – Y. pestis EV at a dose of 104 CFU; III – Y. pestis EV 
at a dose of 103 CFU + 974zh; IV – Y. pestis EV at a dose of 104 CFU + 
974zh; V – control group; * – p < 0,05
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РИС. 2.  
Относительная концентрация экспрессии генов TLR4 в клет-
ках крови (а) и селезёнки (б) белых мышей (у. е.): I – Y. pestis EV 
в дозе 103 КОЕ; II – Y. pestis EV в дозе 104 КОЕ; III – Y. pestis EV 
в дозе 103 КОЕ + 974zh; IV – Y. pestis EV в дозе 104 КОЕ + 974zh; V – 
контроль; * – p < 0,05

FIG. 2.  
Relative concentration of TLR4 gene expression in blood (а) 
and spleen (б) cells of white mice (c. u.): I – Y. pestis EV at a dose 
of 103 CFU; II – Y. pestis EV at a dose of 104 CFU; III – Y. pestis EV 
at a dose of 103 CFU + 974zh; IV – Y. pestis EV at a dose of 104 CFU + 
974zh; V – control group; * – p < 0,05
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биомоделей в ответ на введение штаммов Y. pestis EV НИ-
ИЭГ по уровню и кинетике зависят от количества вве-
дённого антигена (КОЕ) вакцинного штамма и наличия 
или отсутствия вводимого препарата 974zh. Данное экс-
периментальное селенорганическое соединение инду-
цирует повышение экспрессии генов TLR2 при совмест-
ном введении с Y. pestis EV в дозе на порядок ниже об-
щепринятой (103 КОЕ) на 1-е, 3-и и 7-е сутки наблюдения 
в клетках крови и на 3-и и 14-е сутки в клетках селезёнки.

В ответ на введение экспериментальным биомоде-
лям препарата 974zh с вакцинным штаммом Y. pestis EV 
зарегистрировано повышение экспрессии TLR4 клет-
ками крови на  1-е и  7-е  сутки, в  клетках селезёнки – 
на 1-е, 3-и и 14-е сутки эксперимента. Исследования по-
казали, что  при  введении синтетического селенорга-
нического соединения в сочетании с вакцинным штам-
мом Y. pestis EV при снижении иммунизирующей дозы 
до 103 КОЕ происходит усиление экспрессии генов TLR2 
и TLR4 в клетках крови и селезёнки биомоделей практи-
чески во все сроки наблюдения.

Введение Y. pestis EV как в стандартной дозе (104 КОЕ), 
так и в дозе на порядок ниже (103 КОЕ), но без экспери-
ментального селенорганического препарата, не вызы-
вало значительных и статистически значимых измене-
ний экспрессии генов исследуемых типов Toll-подобных 
рецепторов.

Всё вышеизложенное убеждает в том, что повыше-
ние экспрессии генов TLR2 и TLR4 может усиливать им-
мунный ответ на вакцину и способствовать эффективной 
борьбе с чумной инфекцией. Поэтому эксперименталь-
ное селенсодержащее соединение 2,6-дипиридиний-
9-селенабицикло[3.3.1]нонан дибромид (974zh) можно 
рассматривать как перспективный адъювант.
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