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РЕЗЮМЕ 

Принятая в Российской Федерации стратегия проведения специфической про-
филактики чумы по эпидемическим показаниям, несмотря на положительный 
опыт, нуждается в совершенствовании. Решением одной из проблем является 
применение вакцин совместно с адъювантами. Продемонстрирована способ-
ность селенсодержащего препарата 974zh повышать иммуногенность живой 
чумной сухой вакцины.
Цель работы. Оценка субпопуляционного состава клеток крови животных, 
иммунизированных Y. pestis EV на фоне иммуномодуляции.
Материалы и методы. Биомоделями служили 100 белых мышей, материалом 
для исследования – кровь. Фенотип лимфоцитов определяли на проточном ци-
тофлуориметре с использованием антител к маркерам CD45, CD44, CD3, CD19, 
CD4, CD8, CD25, CD62L, I-A/I-E (MHC II).
Результаты. При оценке клеточного иммунитета выявлено статистически 
значимое увеличение моноцитов на 7 сутки и снижение лимфоцитов на 3 сут-
ки у мышей, иммунизированных Y. pestis EV дозами 103 КОЕ и 104 КОЕ в сочетании 
с 974zh. Отмечено повышение CD3+CD4+CD8-CD25+ клеток в опытной группе 
животных при сочетанном введении Y. pestis EV (103 КОЕ) и 974zh.
Заключение. Таким образом, установлено адъювантное свойство препарата 
974zh, способствующее повышению иммуногенных свойств вакцинного штам-
ма Y. pestis EV не зависимо от дозы. Поэтому для уменьшения бактериальной 
нагрузки целесообразно использовать Y. pestis EV в дозе 103 КОЕ.
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RESUME

The strategy of specific prophylaxis of plague for epidemic indications accepted 
in the Russian Federation, while having positive experience, needs to be improved. 
The solution to one of the problems is the use of vaccines together with adjuvants. 
The ability of the selenium-containing preparation 974zh to increase the immunoge-
nicity of live plague vaccine was demonstrated.
The aim of the work. To evaluate the subpopulation composition of blood cells in ani-
mals immunized by Y. pestis EV on the background of immunomodulation.
Materials and methods. In the study we used 100 white mice. Blood served as a ma-
terial for the study. The phenotype of lymphocytes was determined on a flow cytofluo-
rimeter using antibodies to markers CD45, CD44, CD3, CD19, CD4, CD8, CD25, CD62L, 
I-A/I-E (MHC II).
Results. Evaluation of cellular immunity revealed a statistically significant increase 
in monocytes on day 7 and a decrease in lymphocytes on day 3 in mice immunized 
with Y. pestis EV at doses of 103 CFU and 104 CFU in combination with 974zh. When 
co-injected with Y. pestis EV (103 CFU) and 974zh, unlike Y. pestis EV at different doses, 
no decrease in CD3+CD4+CD8-CD25+ cells was detected.
Conclusion. Thus, the adjuvant property of 974zh has been established, contributing 
to an increase in the immunogenic properties of the Y. pestis EV vaccine strain, regard-
less of the dose. The use of Y. pestis EV at a dose of 103 CFU to reduce the bacterial load 
is appropriate.

Key words: Yersinia pestis, organoselenium compound, lymphocytes, subpopulation 
composition
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ВВЕДЕНИЕ

Чума — инфекционное заболевание, возбудите-
лем которого является бактерия Yersinia  pestis. Не-
смотря на то, что в современном мире случаи забо-
левания являются редкостью, инфекция по-прежнему 
вызывает опасение. Среди методов борьбы с чумой 
вакцинация занимает особое место. Вакцинация про-
тив чумы проводится согласно календарю профилак-
тических прививок, утвержденному Приказом Мини-
стерства здравоохранения Российской Федерации 
от 6 декабря 2021 г. № 1122н, по эпидемическим пока-
заниям лицам, временно или постоянно находящим-
ся на территории природного очага, при осложнении 
эпизоотической и эпидемиологической обстановки, 
а также лицам, работающим с живыми культурами 
возбудителя чумы. На территории Российской Феде-
рации для специфической профилактики чумы при-
меняют лицензированную вакцину чумную живую 
(ВЧЖ) [1]. Многолетний опыт иммунологического 
мониторинга вакцинированных против чумы людей, 
проживающих на территории трех природных очагов 
чумы (Прикаспийский песчаный, Горно-Алтайский 
высокогорный и Тувинский горный) показал эффек-
тивность применения ВЧЖ [2]. В тоже время большин-
ство вакцинных препаратов на основе аттенуирован-
ных многократно пассированных микроорганизмов, 
обладают реактогенностью и могут вызывать аллер-
гические реакции. Субъединичные вакцины в свою 
очередь безопаснее, но обладают меньшей иммуно-
генностью [3]. В связи с этим для решения проблемы, 
касающейся реактогенности живых и низкой имму-
ногенности субъединичных вакцин, используются 
адъюванты [4]. Поиск адъювантов, способных при 
снижении антигенной нагрузки активировать реак-
ции врожденного иммунитета, запуская и усиливая 
адаптивный иммунный ответ, остается актуальным 
и перспективным направлением [5].

Ранее нами продемонстрированы иммунотропные 
свойства экспериментального синтетического селе-
норганического препарата 2,6-дипиридиния-9-селе-
набицикло[3.3.1]нонандибромида (974zh) [6], который 
повышает иммуногенность вакцинного штамма Y. pestis 
EV НИИЭГ даже при снижении иммунизирующей дозы, 
а также уменьшает аллергическую реакцию и усиливает 
иммунный ответ на вакцину [7, 8].

Учитывая способность препарата 974zh повышать 
иммуногенные свойства вакцинного штамма Y.  pestis 
EV НИИЭГ, изучение клеточного состава лимфоцитов 
крови методом проточной цитофлуориметрии позво-
лит выявить особенности действия данного препарата 
на клеточное звено иммунитета [9].

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценить субпопуляционный состав клеток крови 
белых мышей, иммунизированных Y.  pestis EV НИИЭГ 
на фоне иммуномодуляции препаратом 974zh.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа с вакцинным штаммом чумного микроба 
Y. pestis EV линии НИИЭГ и экспериментальными живот-
ными проводилась в соответствии с СанПиН 3.3686-21 
«Санитарно-эпидемиологические требования по про-
филактике инфекционных болезней», а также с тре-
бованиями Директивы 2010/63/EU Европейского пар-
ламента и Совета Европейского Союза от 22 сентября 
2010 года по охране животных, используемых в науч-
ных целях и «Правил надлежащей лабораторной прак-
тики», утвержденных приказом Министерства здраво-
охранения №  199н от 01.04.2016 года. Исследование 
одобрено локальным этическим комитетом института 
(протокол № 7 от 15.11.2021 г.).

Объектом исследования послужило синтетиче-
ское селеноорганическое соединение 1,5-дипари-
диноний-9-селенобицикло [3.3.1] нонан дибромид 
(1-[6-(1-пиридиний)-9-селенабицикло[3.3.1]нон-2-ил] 
пиридиний дибромид (974zh), синтезированное в ла-
боратории халькогенорганических соединений Иркут-
ского института химии им. А.Е. Фаворского СО РАН и вак-
цинный штамм Y. pestis EV линии НИИЭГ.

Экспериментальными животными служили бес-
породные белые мыши обоих полов весом 18–22  г. 
в количестве 100 особей, полученные из питомника 
ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский проти-
вочумный институт Роспотребнадзора (РД 42-26-3…
3738, НПО «Вектор», Новосибирск). Животные были 
разделены на 5 групп по 20 особей. Мышам первой 
группы (I) однократно, подкожно в правое бедро 
в объеме 0,5  мл вводили Y.  pestis EV в дозе 104  КОЕ, 
второй группе (II) – Y. pestis EV (104 КОЕ) в сочетании 
с препаратом 974zh в дозе 2,5  мг/кг, третей группе 
(III) – Y. pestis EV в дозе 103 КОЕ, четвертой группе (IV) 
– Y. pestis EV (103 КОЕ) в сочетании с 974zh (2,5 мг/кг). 
Животным контрольной группы вводили изотониче-
ский раствор хлорида натрия рН 7,2 (0,5 мл). Иссле-
дования и регистрацию результатов выполняли на 3, 
7, 14 и 21 сутки. В работе использовали гепаринизи-
рованную кровь.

Для определения фенотипа лимфоцитов исполь-
зовали моноклональные антитела (МКАт) Becton 
Dickinson (США) к маркерам CD45, CD44, CD3, CD19, 
CD4, CD8, CD25, CD62L, I-A/I-E (MHC II).

Субпопуляционный состав клеток крови осу-
ществляли на проточном цитометре BD FACSCanto™ 
II в программе BD Diva 6.0. Для статистической обра-
ботки полученных результатов использовали непара-
метрические методы анализа с помощью программы 
Statistica 6.0. Данные представлены в виде медианы 
и межквартильных диапазонов (Ме (IQR) %). Различия 
считали достоверными при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ

У экспериментальных животных IV группы 
на 7 сутки отмечалось статистически значимое (р < 0,05) 
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увеличение процентного содержания моноцитов в 1,7 
раза (3,5 (2,8–4,4) %) по сравнению с III группой живот-
ных (2,1 (1,7–2,7) %) и снижение лимфоцитов на 3 сутки 
в 1,2 раза (62,3 (55,5–65,4) %). В группах I и II зарегистри-
ровано аналогичное изменение этих же показателей 
на 7 сутки наблюдения, которые статистически значи-
мо не отличались от значений в IV группе эксперимен-
тальных животных (рис. 1).

В ходе эксперимента у животных I  и III опыт-
ных групп выявлено увеличение содержания 

Т-лимфоцитов и снижение В-лимфоцитов на 3 сутки, 
при этом статистически значимых различий между 
группами не установлено.

Показано, что уровень экспрессии молекул 
CD44, CD62L на поверхности Т-лимфоцитов (наивных 
CD3+CD44-CD62L+) в IV группе на 21 сутки статистиче-
ски значимо ниже в 1,2 (р  <  0,05) раза по сравнению 
со II  группой животных. Популяция наивных Т-кле-
ток составила (78,0 (64,7–78,3) %) в IV опытной группе 
и (83,4 (80,5–83,7) %) – во II (рис. 2).

Примечания: I – Y. pestis EV в дозе 104 КОЕ, II – Y. pestis EV в дозе 104 КОЕ совместно с 974zh, III – Y. pestis EV в дозе 103 КОЕ, IV – Y. pestis EV в дозе 103 КОЕ совместно 
с 974zh; * – p < 0,05 по сравнению c III группой.

РИС. 1. 
Динамика содержания моноцитов и лимфоцитов в крови экс-
периментальных животных на разных сроках эксперимента 
с иммунизацией Y. pestis EV в разных дозах и при сочетанном 
введении с 974zh, Me (Q25%–Q75%)

FIG. 1. 
Dynamics of the content of monocytes and lymphocytes in the 
blood of experimental animals at different stages of the experi-
ment with immunization with Y. pestis EV in different doses and 
with combined administration with 974zh, Me (Q25%–Q75%)

Примечания: I – Y. pestis EV в дозе 104 КОЕ, II – Y. pestis EV в дозе 104 КОЕ совместно с 974zh, III – Y. pestis EV в дозе 103 КОЕ, IV – Y. pestis EV в дозе 103 КОЕ совместно 
с 974zh; * – p < 0,05 по сравнению со II группой.

РИС. 2. 
Показатели экспрессии молекул адгезии CD44 и CD62L 
на Т-лимфоцитах, Me (Q25%–Q75%)

FIG. 2. 
Expression of adhesion molecules CD44 and CD62L on T-lympho-
cytes, Me (Q25%–Q75%)
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Установлено статистически значимому снижение 
на 3 сутки (3,9 (3,6–4,5) %) CD3+CD4+CD8-CD44+CD62L- - 
клеток в 1,7 раза в IV группе по сравнению с контроль-
ной группой (6,5 (4,6–6,8)  %). Статистически значимое 
повышение концентрации этих клеток в крови живот-
ных II группы (8,3 (7,5–10,5)  %) выявлено на 14 сутки, 
что в 1,3 (р < 0,05) раза превышает контрольные значе-
ния. В популяциях CD8+-клеток (наивные Т-лимфоциты, 
Т-клетки памяти) изменения не регистрировались.

В I-III опытных группах при определении динамики 
циркулирующих активированных хелперных Т-лимфо-
цитов крови экспериментальных животных выявле-
но статистически значимое снижение CD3+CD4+CD8-

CD25+-клеток на 3, 7, 14 сутки. Сравнительный анализ 
данных показателей между II и IV группами показал, 
что на 3 сутки исследования у животных II группы со-
держание этих клеток в 2,1 раза ниже, чем у животных 
IV группы (р < 0,05), которое предположительно связа-
но с высокой антигенной нагрузкой (рис. 3).

Количество активированных Т-хелперов 
(CD3+CD4+CD8-CD44-CD62L+CD25+ – и CD3+CD4+CD8-

CD44+CD62L-CD25+– клетки) в крови белых мышей 
всех опытных групп на 3 сутки статистически значимо 
ниже, чем показатели в контроле. На 14 сутки имму-
ногенеза, не зависимо от вводимой дозы Y.  pestis EV, 
установлена тенденция к повышению содержания ак-
тивированных наивных Т-хелперов у эксперименталь-
ных животных I и III групп (рис. 4).

Важно отметить, что во II группе животных на 14 сут-
ки и в IV – на 7 сутки выявлено повышение хелперных 
Т-клеток памяти с экспрессией CD25+ (рис. 4).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В рамках исследования продемонстрированы им-
муномодулирующие свойства селеноорганического 

соединения 974zh и его влияние на активацию клеток 
врождённого иммунитета, даже при снижении имму-
низирующей дозы вакцинного штамма Y. pestis EV. Уста-
новлена способность данного препарата оказывать 
влияние на субпопуляционный состав клеток крови 
экспериментальных животных не зависимо от при-
меняемой дозы вакцинного штамма (103 или 104  КОЕ). 
Важно отметить, что при сочетанном введении 974zh 
и Y.  pestis EV в дозе 103  КОЕ снижение CD3+CD4+CD8-

CD25+ клеток не выявлено.

Примечания: I – Y. pestis EV в дозе 104 КОЕ, II – Y. pestis EV в дозе 104 КОЕ совмест-
но с 974zh, III – Y. pestis EV в дозе 103 КОЕ, IV – Y. pestis EV в дозе 103 КОЕ совместно 
с 974zh; * – p < 0,05 по сравнению с IV группой.

РИС. 3. 
Динамика содержания циркулирующих CD25+-активирован-
ных хелперных Т-лимфоцитов, Me (Q25%–Q75%)
FIG. 3. 
Dynamics of the content of circulating CD25+-activated helper 
T-lymphocytes, Me (Q25%–Q75%)

Примечания: I – Y. pestis EV в дозе 104 КОЕ, II – Y. pestis EV в дозе 104 КОЕ совместно с 974zh, III – Y. pestis EV в дозе 103 КОЕ, IV – Y. pestis EV в дозе 103 КОЕ совместно 
с 974zh; * – p < 0,05 по сравнению с контролем.

РИС. 4. 
Содержание активированных CD25+ Т-хелперных лимфоци-
тов в крови белых мышей, Me (Q25%–Q75%)

FIG. 4. 
Content of activated CD25+ T helper lymphocytes in the blood 
of white mice Me (Q25%–Q75%)
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Таким образом, установлено адъювантное свой-
ство препарата 974zh, способствующее повышению 
иммуногенных свойств вакцинного штамма Y. pestis EV 
не зависимо от дозы. В связи с чем, для уменьшения 
бактериальной нагрузки целесообразно использовать 
Y. pestis EV в дозе 103 КОЕ.

Учитывая имеющиеся сведения о действии пре-
парата 974zh на иммунногенную и протективную ак-
тивность вакцинного штамма Yersinia pestis EV НИИЭГ, 
а также полученные нами результаты, необходимость 
дальнейших исследований для патогенетического обо-
снования его влияния на клетки иммунной системы ма-
кроорганизма очевидна.
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