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Резюме. Совершенствование специфической профилактики туберкулеза остается одной из приоритетных за-

дач фтизиатрии. Применение схем «прайм-буст» вакцинации, направленных на поддержание специфическо-

го иммунитета на адекватном уровне и формирование длительной протекции, основано на последовательном 

применении вакцины БЦЖ и вакцинных кандидатов, включающих протективные микобактериальные белки. 

Разработка новых подходов к профилактике туберкулеза требует понимания того, каким образом происходит 

формирование противотуберкулезного иммунного ответа и какие механизмы обеспечивают протекцию при ту-

беркулезной инфекции. Так как туберкулез является инфекцией, передаваемой аэрогенным путем, эффектив-

ность вакцинации во многом зависит от формирования мукозального иммунитета с образованием долгожи-

вущих и функционально активных Т-лимфоцитов с фенотипом клеток памяти в области дыхательных путей. 

Ранее нами показано, что включение в схему вакцинации бустирующей интраназальной иммунизации грип-

позным вектором, экспрессирующим микобактериальные белки ESAT-6 и Ag85A (Flu/ESAT-6_Ag85A), приве-

ло к выраженному повышению протективного эффекта БЦЖ по совокупности основных показателей тяжести 

экспериментальной туберкулезной инфекции. Целью данной работы являлось исследование влияния интра-

назальной иммунизации гриппозным вектором Flu/ESAT-6_Ag85A на формирование антигенспецифических 

центральных и эффекторных клеток памяти в структуре CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов и изучение цитокин-про-

дуцирующей активности эффекторных Т-клеток (TEM) при использовании гриппозного вектора в стандартной 

и «прайм-буст» схемах вакцинации у мышей. Показано, что интраназальная иммунизация гриппозным векто-

ром способствует увеличению доли антигенспецифических центральных СD4+ Т-клеток памяти (TCM) в пуле 

активированных лимфоцитов легких и селезенки иммунизированных мышей, достигая статистически значи-

мой разницы с группой БЦЖ по процентному содержанию СD4+ TCM селезенки (p < 0,01). В отличие от БЦЖ, 

вакцинация исследуемой кандидатной вакциной сопровождается аккумуляцией высокодифференцированных 

CD8 клеток-эффекторов в легких — органе-мишени развития туберкулезной инфекции. Сравнительная оценка 
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поствакцинального иммунного ответа клеточного типа при иммунизации вакцинным кандидатом на основе 

гриппозного вектора (интраназально) и вакциной БЦЖ (подкожно) показала преимущество мукозальной вак-

цинации в формировании функционально активных субпопупляций эффекторных CD4 и CD8 Т-лимфоцитов 

(CD44highCD62Llow) в легких, секретирующих IL-2, и полифункциональных клеток, способных к выработке двух 

(IFNγ и TNFα; IFNγ и IL-2) и трех (IFNγ, TNFα и IL-2) цитокинов. Благодаря более выраженной эффекторной 

функции полифункциональных Т-лимфоцитов, данные клетки могут рассматриваться в качестве потенциаль-

ных иммунологических маркеров протективного иммунитета при туберкулезе.

Ключевые слова: гриппозный вектор, ESAT-6, Ag85A, вакцина БЦЖ, Т-клетки памяти, проточная цитометрия.

LUNG MEMORY T-CELL RESPONSE IN MICE FOLLOWING INTRANASAL IMMUNIZATION 

WITH INFLUENZA VECTOR EXPRESSING MYCOBACTERIAL PROTEINS

Shurygina A.-P.S.a, Zabolotnykh N.V.b, Vinogradova T.I.b, Vasiliev K.A.a, Buzitskaya Zh.V.a, Stukova M.A.a

a Smorodintsev Research Institute of Influenza, St. Petersburg, Russian Federation
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Abstract. Improving specific prevention of tuberculosis continues to be a top priority in phthisiology. “Prime-boost” vacci-

nation schemes aim to maintain adequate levels of specific immunity while forming long-term protection. They are based 

on sequential use of BCG vaccine and new vaccine candidates expressing protective mycobacterial proteins. The develop-

ment of new tuberculosis prevention approaches requires an understanding of how the anti-tuberculosis immune response 

forms and which mechanisms provide TB protection. Since tuberculosis is an airborne infection, vaccine effectiveness 

largely depends on mucosal immunity based on the formation of long-lived, functionally-active memory T-lymphocytes 

in the respiratory tract. We have previously shown that the influenza vector expressing ESAT-6 and Ag85A mycobacterial 

proteins (Flu/ESAT-6_Ag85A) in vaccination scheme of intranasal boost immunization resulted in significant increase 

of BCG's protective effect according to key indicators aggregate data in experimental tuberculosis infection. The aim 

of this work was to study the effect of intranasal immunization with the Flu/ESAT-6_Ag85A influenza vector on the 

formation of antigen-specific central and effector memory T cells and the cytokine-producing activity of effector T cells 

(TEM) in BCG standard and “BCG prime — influenza vector boost” vaccination schemes in mice. Intranasal immuniza-

tion with the influenza vector has been shown to increase the proportion of antigen-specific CD4+ central memory T cells 

(TCM) in the pool of activated lymphocytes of lung and spleen reaching significant differences from the BCG group 

in the percentage of spleen CD4+ TCM (p < 0.01). In contrast to BCG, vaccination with the studied vaccine candidate was 

accompanied by accumulation of highly differentiated CD8 effector cells in lung, the target organ during tuberculosis in-

fection. Comparative evaluation of the cell-mediated, post-vaccine immune response after immunization with influenza-

vector-based vaccine candidate (intranasal/mucosal) or BCG vaccine (subcutaneous) showed advantages in the mucosal 

group: in formation of functionally active subpopulations of effector CD4 and CD8 T lymphocytes (CD44highCD62Llow) 

in lungs secreting IL-2 as well as polyfunctional cells capable of coproducing two cytokines (IFNγ/TNFα or IFNγ/IL-2) 

or three cytokines (IFNγ/TNFα/IL-2). Due to their more pronounced effector function, polyfunctional T-lymphocytes 

can be considered to be potential immunological markers of protective immunity in tuberculosis.

Key words: influenza vector, ESAT-6_Ag85A, BCG vaccine, memory T cells, flow cytometry .

Введение

Разработка путей повышения эффективно-

сти специфической профилактики туберкулеза 

по-прежнему остается одной из приоритетных 

задач фтизиатрии, что обусловлено, в частно-

сти, широким распространением туберкулеза 

с множественной лекарственной устойчиво-

стью, резистентного к терапии эффективными 

противотуберкулезными препаратами. При ис-

следовании иммунного ответа клеточного 

типа, обеспечивающего формирование защи-

ты от туберкулеза, особое значение придается 

анализу влияния профилактической вакцина-

ции на генерацию, жизнеспособность и функ-

циональную активность Т-клеток памяти, по-

скольку угасание напряженности поствакци-

нального иммунитета при вакцинации БЦЖ 

(BCG, Bacillus Calmette–Guérin) связывают 

именно с неспособностью стандартной вакци-

ны стимулировать образование долгоживущих 

«центральных» Т-клеток памяти. БЦЖ инду-

цирует преимущественно эффекторные клет-

ки памяти (TEM) фенотипа CD4+, постепенно 

исчезающие в течение 10–15 лет, что приводит 

к бесконтрольности экзогенной реинфекции 

[9, 12]. Кроме того, за счет преимущественной 

стимуляции CD4 Т-клеток при вакцинации 

БЦЖ нарушается оптимальное сочетание CD4+ 

и CD8+ T-клеточных звеньев иммунной систе-

мы, необходимое для эффективной протекции 

[17]. Угасание протективного эффекта вакци-

нации БЦЖ возможно обусловлено и цитокин-

продуцирующим потенциалом T-клеток па-

мяти, характеризующим их функциональную 

активность и тесно связанным с эффективнос-

тью новых схем специфической иммунизации 

[8, 9, 13].
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В данной работе оценивался ответ на им-

мунизацию рекомбинантным гриппозным 

вектором с модифицированным геном NS1, 

экспрессирующим химерный микобактериаль-

ный белок ESAT-6_Ag85A (Flu/ESAT-6_Ag85А) 

и вызывающим в зоне вирусной репликации 

продукцию интерферонов первого типа и ши-

рокого спектра провоспалительных цитокинов, 

способствующих поляризации иммунного от-

вета в сторону Th1-звена [15]. За счет интрана-

зального введения рекомбинантный гриппоз-

ный вектор обеспечивает формирование им-

мунного ответа на уровне слизистых оболочек 

верхних дыхательных путей, что имеет большое 

значение при туберкулезе вследствие аэроген-

ного пути заражения при данной инфекции.

С целью формирования длительного про-

тективного поствакцинального иммунного от-

вета в последние годы активно исследуется схе-

ма «прайм-буст» вакцинации, в которой для 

праймирования иммунного ответа используется 

БЦЖ, а для последующего бустирования — вак-

цины нового поколения. Результативность гете-

рологичной вакцинации при туберкулезной ин-

фекции показана при бустерной иммунизации 

несколькими кандидатами, экспрессирующими 

протективные микобактериальные антигены 

на основе субъединичных и различных вариан-

тов векторных вакцин [11, 13, 18]. Нами ранее по-

лучен выраженный протективный эффект и ак-

тивация Th1 иммунитета при применении в ка-

честве «буст»-вакцины Flu/ESAT-6_Ag85А [1].

В данной работе исследовали влияние имму-

низации аттенуированным гриппозным векто-

ром, экспрессирующим белки ESAT-6 и Ag85A 

M. tuberculosis (Flu/ESAT-6_Ag85A), на содержа-

ние антигенспецифических центральных и эф-

фекторных клеток памяти в структуре CD4+ 

и CD8+ Т-лимфоцитов и цитокин-продуцирую-

щую активность Т-клеток памяти с фенотипом 

CD44highCD62Llow.

Материалы и методы

Лабораторные животные. Исследования вы-

полнены согласно «Правилам проведения работ 

с использованием экспериментальных живот-

ных» (приказ № 266 МЗ РФ от 19.06.2003). В ра-

боте были использованы самцы мышей линии 

C57/black/6 в возрасте 6–8 недель. Процедуры, 

проводимые с животными, были согласованы 

с Комиссией по биоэтике ФГБУ НИИ грип-

па им. А.А. Смородинцева Минздрава России 

на предмет соответствия регулирующим актам.

Вакцинный штамм. В работе использован 

вакцинный штамм Flu/ESAT-6_Ag85A, полу-

ченный ранее (Kuznetsova I. и соавт., 2014). В ре-

комбинантном гене NS (rec NS) вируса гриппа 

после последовательности, кодирующей первые 

106 аминокислот NS1 белка (нормальный раз-

мер белка NS1 составляет 230 аминокислотных 

остатков), следует последовательность, коди-

рующая микобактериальные белки. При этом 

ESAT-6 экспрессируется в сшивке с NS1 бел-

ком (фьюжен-белок), а Ag85A отщепляется при 

помощи сайта протеолитического расщепле-

ния. Для обеспечения секреции второго белка-

вставки во внешнюю среду зараженной клетки 

перед последовательностью, кодирующей бе-

лок, введена последовательность, кодирующая 

SP-IgK-сигнальный пептид иммуноглобулина.

Иммунизация животных. Мышей линии C57/

black/6 иммунизировали Flu/ESAT-6_Ag85A 

интраназально (30 мкл, 6,0 lg ТИД50/мышь, 

однократно) под легкой эфирной анестезией. 

Животным контрольной группы вводили экви-

валентный объем фосфатно-буферного раство-

ра (плацебо). В качестве препарата сравнения 

использовали вакцину БЦЖ (105 КОЕ/мышь 

подкожно, однократно). В схеме гетерологич-

ной вакцинации «буст»-иммунизацию мышей 

Flu/ESAT-6_Ag85A (30 мкл, 6,0 lg ТИД50/мышь, 

однократно) проводили через 4 месяца после 

праймирования мышей БЦЖ (105 КОЕ/мышь 

подкожно, однократно). Контролем служили 

мыши, вакцинированные только БЦЖ.

Оценка поствакцинального иммунного от-

вета. Поствакцинальный иммунный ответ 

оценивали методом внутриклеточного окра-

шивания цитокинов в суспензии клеток ин-

терстиция легких через 9 и 21 день после имму-

низации животных. После перфузии правого 

предсердия 10 мл холодного фосфатного бу-

фера (DPBS), у животных производили забор 

органов. Далее предварительно обработанные 

ферментами легкие (45 мин, 37°C раствор кол-

лагеназы (Sigma) 0,5 мг/мл и ДНКазы I (Sigma) 

10 мкг/мл) подвергали механической диссоциа-

ции с помощью гомогенизатора «Tissue Lyser II». 

После чего, гомогентаты тканей пропускали 

через 70 мкм клеточный фильтр. Клетки одно-

кратно отмывали в DPBS, содержащем 5% фе-

тальной телячьей сыворотки (Gibco), 1% рас-

твора пенициллина/стрептомицина (Gibco), 

с добавлением 50 мкM 2-Меркаптоэтаола 

(Sigma). Лизис эритроцитов осуществляли АСК 

буфером (0,15 M NH4Cl, 10 мM NaHCO3, 1 мM 

Na2EDTA), с последующей отмывкой клеток 

в среде RPMI 1640 (Gibco), содержащей 10% фе-

тальной телячьей сыворотки (Gibco), 1% рас-

твора пенициллина/стрептомицина (Gibco). 

После подсчета, клетки рассеивали в плоско-

донные культуральные 96-луночные планшеты 

(Nunc) с плотностью 1 × 106 клеток/лунка.

Пробоподготовка и иммунофлуоресцентное 

окрашивание. Клетки стимулировали реком-

бинантными белками ESAT-6 и Ag85A (Novus 

Biologicals) 5 мкг/мл в присутствии костиму-
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лирующих антител к CD28 (BD Biosciences) 

при 37°C, 5% CO2. Культуральную среду и РМА 

(Sigma) использовали в качестве отрицательно-

го и положительного контроля соответственно. 

После 12 часов инкубации в лунки добавля-

ли ингибитор белкового транспорта GolgiPlug 

(BD Biosciences) и продолжали стимуляцию 

еще в течение 4 часов. Далее клетки переноси-

ли в V-донные 96-луночные планшеты (Nunc), 

в которых производили последовательное окра-

шивание ZombiRed (BioLegend) и антителами 

к поверхностным клеточным маркерам CD3-

PECy7 (BioLegend), CD4 или CD8-PerCPCy5.5 

(BD Biosciences), CD 44-BV510 (BioLegend), 

CD62L-APCCy7 (BioLegend). Для снижения ве-

роятности неспецифического окрашивания до-

бавляли реагент TrueStain (BD Biosciences).

Для окрашивания внутриклеточных цито-

кинов использовали антитела к IFNγ-FITC, 

IL-2-PE и TNFα-BV421 (BioLegend). Фиксацию 

и пермеабилизацию клеток осуществляли 

с помощью набора «BD Biosciences Cytofix/

Cytoperm», согласно инструкции производите-

ля. Сбор данных проводили на проточном ци-

тометре «BD Canto II» в программе «BD FACS 

Diva» (BD Biosciences).

Анализ данных проточной цитометрии. Анализ 

данных проточной цитометрии осуществляли 

в программном обеспечении BD FACS Diva (BD 

Biosciences) и/или Kaluza 1.3 (Beckman Coulter).

Статистическую обработку данных прово-

дили в программе GraphPad Prizm 6.0. В зависи-

мости от условий эксперимента использовали 

непараметрический критерий Манна–Уитни 

или параметрический критерий Стьюдента 

(t-тест). Достоверными считали различия при 

р < 0,05.

Результаты

Формирование IFNγ-продуцирующих эффек-

тор ных Т-клеток памяти. Генерация эффек-

тор ных Т-лимфоцитов, продуцирующих IFNγ 

(Th1), и их накопление в очаге инфекции (лег-

кие) является одним из ключевых механизмов 

протективного иммунитета к M. tuberculosis. 

В этой связи на первом этапе изучалось влияние 

интраназальной иммунизации мышей грип-

позным вектором Flu/ESAT-6_Ag85A на об-

разование популяций IFNγ-продуцирующих 

T-лимфоцитов с поверхностными маркерами 

эффекторных Т-клеток памяти CD44highCD62Llow 

(TEM).

Формирование пула специфических IFNγ-

продуцирующих лимфоцитов в Т-клеточных по-

пуляциях гомогенатов легких мышей, иммуни-

зированных Flu/ESAT-6_Ag85A, по сравнению 

с группой плацебо обнаружено уже на 9-й день 

после вакцинации (рис. 1). На 21-й день отмече-

но дальнейшее повышение процентного содер-

жания IFNγ-секретирующих CD4+ и CD8+ TEM 

клеток в ответ на оба специфических индукто-

ра (микобактериальные белки ESAT-6 и Ag85A), 

дос тигающее достоверных различий с контроль-

ной группой. Именно этот срок наблюдения вы-

бран для дальнейших исследований.

Рисунок 1. Продукция IFNγ эффекторными T-клетками памяти с фенотипом CD44highCD62Llow у мышей 

C57/black/6 через 9 и 21 день после однократной интраназальной вакцинации Flu/ESAT-6_Ag85A

Figure 1. IFNγ immune response of CD44highCD62Llow effector memory T-cells in C57/black/ 6 mice 9 and 21 days 
after a single intranasal vaccination with Flu/ESAT-6_Ag85A
Примечание. Процентное содержание IFNγ продуцирующих TЕМ клеток в структуре CD4+ (А) и CD8+ (B) Т-лимфоцитов 
легких мышей C57/black/6 в ответ на специфическую стимуляцию рекомбинантными белками ESAT-6 и Ag85A 
(5 мкг/106 клеток). Данные представлены как среднее + ошибка среднего для каждой группы. * — p < 0,05, ** — p < 0,005 
(непараметрический критерий Манна–Уитни).
Note. The percentage of the IFNγ-producing TЕМ cells from the total number of effector CD4+ (А) and CD8+ (B) T-cells in the lungs 
of C57/ black/6 mice in response to specific stimulation by recombinant proteins ESAT-6 and Ag85A (5 μg/106 cells) is shown. 
Data are presented as mean + standard error of mean for each group. * — p < 0.05, ** — p < 0.005 (non-parametric Mann–
Whitney test).
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Фенотипические характеристики Т-клеток 

памяти легких в ответ на введение гриппозного 

вектора Flu/ESAT-6_Ag85A. Иммунофенотипи-

рование пула активированных лимфоцитов 

легких проводили через 21 день после иммуни-

зации мышей C57black/6 вектором Flu/ESAT-6_

Ag85A либо БЦЖ, определяя уровень экспрес-

сии на поверхности лимфоцитов молекул CD44 

(маркер Т-клеток памяти у мышей) и CD62L 

(рецептор хомминга, способствующий мигра-

ции Т-клеток во вторичные лимфоидные орга-

ны). Это позволило оценить эффекторные (TEM) 

и центральные (TCM) Т-клетки памяти с фено-

типом CD44highCD62Llow и CD44highCD62Lhigh 

соответственно. Поскольку БЦЖ не содержит 

ранний секреторный антиген ESAT-6, в каче-

стве специфического индуктора использовали 

белок Ag85A.

Обнаружено, что вакцинация Flu/ESAT-6_

Ag85A значимо повысила относительное число 

клеток с фенотипом эффекторных клеток па-

мяти (TEM) в пуле CD8+ Т-лимфоцитов легких 

мышей (табл. 1), как в сравнении с группой 

плацебо (41,41±5,49% против 27,88±4,99%, p < 

0,001), так и с группой БЦЖ (41,41±5,49% про-

тив 26,54±2,36%, p < 0,0001). В то же время у мы-

шей, вакцинированных гриппозным вектором 

и БЦЖ, практически не изменилась доля CD4+ 

TEM клеток, которая составляла 40,25±4,84% 

для группы плацебо, 41,5±6,72% и 37,95±2,11% 

для групп, вакцинированных гриппозным век-

тором и БЦЖ соответственно.

Анализ субпопуляций Т-лимфоцитов с фе-

нотипом центральных Т-клеток памяти (TCM) 

в пуле CD4+ лимфоцитов селезенки мышей, 

иммунизированных Flu/ESAT-6_Ag85A, вы-

явил самое высокое содержание TCM клеток па-

мяти (6,66±1,01%), статистически значимо пре-

вышавшее значения группы плацебо (p < 0,008), 

и группы мышей, вакцинированных БЦЖ 

(p < 0,01). При этом в легких, где по сравнению 

с группой плацебо (2,99±0,23%) в обеих группах 

вакцинированных мышей доля CD4+ TCM лим-

фоцитов была на значительно более высоком 

уровне (4,31±0,41% для группы гриппозного век-

тора и 4,67±1,37% для группы БЦЖ, p < 0,0001, 

p < 0,01 соответственно), достоверных различий 

в процентном содержании TCM между группа-

ми вакцинированных животных обнаружено 

не было. В CD8+ субпопуляции Т-лимфоцитов 

по доле TCM во всех опытных группах мышей 

ни в гомогенатах легких, ни в селезенке разли-

чий зарегистрировано не было.

Внутриклеточная продукция IFNγ, IL-2 и TNFα 

антигенспецифическими CD4+ и CD8+ эффек-

торными Т-клетками памяти в ответ на введе-

ние гриппозного вектора Flu/ESAT-6_Ag85A или 

БЦЖ. Сравнение формирования цитокинпро-

дуцирующих Т-клеток памяти с фенотипом 

CD44highCD62Llow в ответ на специ фическую сти-

муляцию при вакцинации Flu/ESAT-6_Ag85A 

и БЦЖ проведено на 21 день после однократной 

иммунизации. В качестве специфического ин-

дуктора использовали белок Ag85A.

Выявлено, что в группе БЦЖ-вакциниро-

ванных мышей в пуле CD4+ TEM клеток легких 

доминируют клетки, секретирующие только 

один цитокин: IFNγ, TNFα или IL-2 (рис. 2). 

Также присутствуют минорные популяции кле-

ток, секретирующих 2 цитокина: IFNγ и IL-2; 

TNFα и IL-2. В структуре CD8+ полифункцио-

нальных клеток, секретирующих 2 и 3 цитоки-

Таблица 1. Процент эффекторных (TEM) и центральных (TCM) клеток памяти от общего числа CD4+ 

и CD8+ Т-лимфоцитов в легких и селезенке через 21 день после однократной иммунизации Flu/

ESAT-6_Ag85A мышей C57/black/6

Table 1. The percentage of effector (TEM) and central memory (TCM) cells of the total number of CD4+ and CD8+ 
T-lymphocytes in the lungs and spleen 21 days after a single immunization  of C57/black/6 mice with Flu/ESAT-6_Ag85A

Группы

Groups
CD4+ CD8+

ТEM (%) TCM (%) ТEM (%) TCM (%)

Легкие/Lungs
Плацебо/Placebo 40,25±4,84 2,99±0,23 27,88±4,99 12,84±2,86

Flu/ESAT-6_Ag85A 41,5±6,72
4,31±0,41

p < 0,0001*

41,41±5,49
p < 0,001*

p < 0,0001**
11,48±1,72

БЦЖ/BCG 37,95±2,11
4,67±1,37
p < 0,01*

26,54±2,36 11,31±3,90

Селезенка/Spleen
Плацебо/Placebo 29,67±4,32 4,53±1,24 20,74±6,05 17,88±3,60

Flu/ESAT-6_Ag85A 29,01±1,09 6,66±1,01 19,76±3,06 19,55±1,53
p < 0,008*
p < 0,01**

БЦЖ/BCG 31,81±4,17 4,95±0,96 17,58±7,87 17,00±5,75

Примечание: * — различия достоверны при сравнении с контролем (плацебо); ** — различия достоверны при сравнении с группой БЦЖ.
Note: * — differences are significant in comparison with control (placebo); ** — differences are significant in comparison with BCG group.
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на, обнаружено не было, все TEM клетки проду-

цировали либо IFNγ, либо TNFα.

Иммунизация Flu/ESAT-6_Ag85A приве-

ла к повышению суммарного процентного со-

держания цитокин-продуцирующих антиген-

специфических CD8+ клеток памяти легких 

с фенотипом CD44highCD62Llow (рис. 2А) и к рас-

ширению спектра цитокин-продуцирующих 

CD4+ и CD8+ TEM клеток. У вакцинированных 

Flu/ESAT-6_Ag85A мышей отмечалось увели-

чение числа CD4+ TEM клеток памяти, секре-

тирующих IL-2, и полифункциональных кле-

ток, секретирующие 2 и 3 цитокина (IFNγ, IL-2 

и TNFα, рис. 2Б). В структуре CD8+ TEM клеток 

обнаружено появление TEM клеток памяти — 

продуцентов IL-2, а также полифункциональ-

ных двойных и тройных антигенспецифичес-

ких TEM продуцентов.

Характеристики специфических CD4+ и CD8+ 

эффекторных Т-клеток памяти, образующихся 

при «буст»-вакцинации гриппозным вектором 

БЦЖ-праймированных мышей. При «буст»-вак-

цинации Flu/ESAT-6_Ag85A мышей, предва-

рительно (за 4 месяца) праймированных БЦЖ, 

анализ субпопуляционного состава антиген-

специфических цитокин-продуцирующих TEM-

клеток памяти в структуре CD4+ и CD8+ лимфо-

цитов легких, проводился через 4 недели после 

иммунизации гриппозным вектором.

Сравнение субпопуляций антигенспеци-

фических эффекторных клеток памяти легких 

группы «буст»-иммунизированных мышей 

и животных контрольной группы (вакцини-

рованные только БЦЖ) показало расширение 

репертуара цитокин-продуцирующих CD4+ 

и CD8+ TEM лимфоцитов у «прайм-буст» вак-

Рисунок 2. Продукция IFNγ, IL-2, TNFα эффекторными CD4+ и CD8+ Т-клетками памяти легких мышей 

C57/black/6 через 21 день после однократной вакцинации Flu/ESAT-6_Ag85A (интраназально) либо 

БЦЖ (подкожно) в ответ на стимуляцию белком Ag85A

Figure 2. Production of IFNγ, IL-2, TNFα by effector CD4+ and CD8+ memory T-cells from the lungs of C57/black/6 
mice 21 days after a single vaccination with Flu/ESAT-6_Ag85A (intranasal) or BCG (subcutaneous) in response 
to stimulation with Ag85A protein
Примечание. А) Суммарное процентное содержание цитокин-продуцирующих Ag85A-специфических CD4+ и CD8+ 
TЕМ клеток легких. Б) Круговые диаграммы отражают относительное содержание различных цитокин-продуцирующих 
Ag85A-специфических популяций CD4+ и CD8+ TЕМ клеток легких. * — p < 0,05; ** — p < 0,005 непараметрический 
критерий Манна–Уитни.
Note. A) The percentage of the total cytokine-producing Ag85A-specific CD4+ and CD8+ TEM cells of the lungs. B) The relative 
content of different cytokine-producing populations of Ag85A-specific CD4+ and CD8+ TEM cells of the lungs is shown in the pie 
charts. * — p < 0.05, ** — p < 0.005 (non-parametric Mann–Whitney test).
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цинированных животных (табл. 2). Так, если 

в пуле эффекторных CD4+ клеток памяти лег-

ких ходе первичного иммунного ответа к БЦЖ 

сформированы только продуценты TNFα, IFNγ 

и двойные продуценты IFNγ–+IL-2+, то у «буст»-

вакцинированных Flu/ESAT-6_Ag85A мышей 

кроме выше упомянутых популяций обнаруже-

ны клетки, секретирующие IL-2+ (0,07%) и клет-

ки — тройные продуценты IFNγ+IL-2+TNFα+ 

(0,05%). В популяции же CD8+ TEM клеток памя-

ти легких наряду с лимфоцитами, продуцирую-

щими только TNFα или IFNγ, детектированы 

клетки, секретирующие IL-2 (0,11%), и поли-

функциональные клетки — двойные продуцен-

ты IFNγ+TNFα+ (0,05%).

Отразилась «буст»-иммунизация Flu/ESAT-6_

Ag85A и на суммарном процентном содержании 

цитокин-продуцирующих антигенспецифичес-

ких CD8+ TЕМ клеток памяти легких, повысив его 

более чем в 2 раза (с 0,18% у вакцинированных 

только БЦЖ до 0,38% в группе «буст»-вакцини-

рованных гриппозным вектором).

Обсуждение

Неспособность вакцины БЦЖ обеспечить 

долгосрочный протективный иммунитет и не-

достаточная неэффективность в защите от ос-

новной формы туберкулезной инфекции — ле-

гочного туберкулеза — определяет необходи-

мость исследований иммунологических ме-

ханизмов эффективного поствакцинального 

ответа [7, 12]. Одним из решающих факторов 

выбора эффективного вакцинного кандидата 

является способность противотуберкулезной 

вакцины влиять на генерацию, жизнеспособ-

ность и функциональную активность Т-клеток 

памяти, поскольку в основе всех действующих 

методов вакцинации лежит феномен генерации 

«центральных» Т-клеток памяти (TCM), опре-

деляющих долговременные эффекты вакци-

нации. Поэтому поиск противотуберкулезных 

вакцинных препаратов, способных стимули-

ровать образование долгоживущих и функцио-

нально активных Т-лимфоцитов с фенотипом 

клеток памяти, является одной из первостепен-

ных задач фтизиатрии.

В данном исследовании однократная интра-

назальная иммунизациия мышей C57/black/6 

рекомбинантным гриппозным вектором Flu/

ESAT-6_Ag85A привела к значимому повыше-

нию содержания в пуле лимфоцитов селезенки 

антигенспецифических TCM (CD44highCD62Lhigh) 

клеток. Поскольку при этом у мышей, вакци-

нированных БЦЖ, существенного увеличения 

доли TCM спленоцитов не отмечено, данный 

эффект иммунизации Flu/ESAT-6_Ag85A по-

зволяет предположить о способности вакцины 

обеспечивать долгосрочный поствакциналь-

ный иммунитет для адекватного иммунно-

го ответа при повторной встрече организма 

с M. tuberculosis. В легких иммунизация Flu/

ESAT-6_Ag85A вызвала повышение содержания 

антигенспецифических CD8+ TЕM лимфоцитов, 

активность которых связывают с обеспечением 

контроля над реактивацией латентных очагов 

Таблица 2. Процент различных популяций Ag85A-специфических цитокин-продуцирующих 

эффекторных Т-клеток памяти (TEM) от общего числа CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов легких через 

4 недели после «буст»-иммунизации Flu/ESAT-6_Ag85A мышей C57/black/6 праймированных БЦЖ

Table 2. The percentage of different populations of Ag85A-specific cytokine-producing effector (TEM) cells 
of the total number of CD4+ and CD8+ T-lymphocytes in the lungs 4 weeks after a boost-immunization of BCG-primed 
C57/black/6 mice with Flu/ESAT-6_Ag85A

Цитокинпродуцирующие 
клетки (%)

Cytokine-producing cells

CD4+CD44highCD62Llow (%) CD8+CD44highCD62Llow (%)

БЦЖ

BCG

БЦЖ → → FLU/
ESAT-6_Ag85A

BCG → FLU/
ESAT-6_Ag85A

БЦЖ

BCG

БЦЖ → FLU/
ESAT-6_Ag85A

BCG → FLU/
ESAT-6_Ag85A

IFNγγ –IL-2-TNFα+ 0,13 0,15 0,14 0,11
IFNγγ –IL-2+TNFα– 0,02 0,07 0,00 0,11
IFNγγ –IL-2+TNFα+ 0,01 0,02 0,00 0,04
IFNγ+IL-2–TNFα– 0,22 0,18 0,06 0,05
IFNγγ –+IL-2–TNFα+ 0,00 0,01 0,00 0,05
IFNγ+IL-2+TNFα– 0,14 0,06 0,00 0,01
IFNγ+IL-2–+TNFα+ 0,00 0,05 0,00 0,02
Общее количество

Total number
0,51 0,54 0,18 0,38

TNFα –+ (0,13%)
IFNγ–+ (0,22%)

IFNγ -+IL-2+ (0,14%)

TNFα –+ (0,15%)
IFNγ (0,18%)
IL-2+ (0,07%)

IFNγ –+IL-2+ (0,06%)
IFNγ+IL-2 –+ TNFα+ (0,05%)

TNFα (0,14%)
IFNγ (0,06%)

TNFα (0,11%)
IL-2 (0,11%)

IFNγ (0,05%)
IFNγ –+ TNFα+ (0,05%)
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эндогенной инфекции, а неспособность БЦЖ 

индуцировать продукцию CD8+ Т-клеток счита-

ется одним из важнейших ее недостатков [3, 16]. 

Вероятнее всего этот эффект Flu/ESAT-6_Ag85A 

обусловлен интраназальным способом введе-

ния вектора, ориентированным на формиро-

вание иммунного ответа на уровне слизистых 

оболочек верхних дыхательных путей, посколь-

ку известно, что при применении мукозальных 

вакцин образуются ассоциированные с тканью 

эффекторные CD8+ Т-клетки памяти [4, 14].

Иммунизация Flu/ESAT-6_Ag85A, индуци-

рующая по представленным данным форми-

рование выраженного антигенспецифического 

CD4+CD8+ Th1 ответа TЕM лимфоцитов легких, 

в сравнении с БЦЖ привела к увеличению числа 

цитокин-продуцирующих антигенспецифичес-

ких CD8+ TЕМ клеток памяти, к повышению со-

держания TЕM клеток — продуцентов IL-2 и по-

лифункциональных CD4+ и CD8+ TЕM клеток, 

продуцирующих IFNγ, TNFα и IL-2, появление 

которых тесно связано с протективным характе-

ром поствакцинального иммунного ответа [5, 8].

Способность Flu/ESAT-6_Ag85A генериро-

вать образование полифункциональных анти-

генспецифических CD4+ и CD8+ TЕМ клеток па-

мяти подтверждена и при включении вектора 

в схему гетерологичной вакцинации («прайм-

буст» стратегия), считающейся на настоящий 

момент наиболее перспективным путем повы-

шения длительности протекции. При этом Flu/

ESAT-6_Ag85A при «буст»-иммунизации мы-

шей, праймированых БЦЖ, как и в стандарт-

ной схеме вакцинации, обеспечила повышение 

суммарного процента содержания антигенспе-

цифических цитокин-продуцирующих CD8+ 

TЕМ клеток памяти легких, индуцировала обра-

зование CD4+ и CD8+ TЕМ клеток памяти, секре-

тирующих IL-2, и полифункциональных TЕМ 

клеток. Эти результаты подтверждают перспек-

тивность включения Flu/ESAT-6_Ag85A в схему 

«прайм-буст» вакцинации, поскольку по дан-

ным литературы эффективное бустирование 

с повышением протективного эффекта вакци-

нации всегда сопровождается усилением Тh1 

ответа клеточного ответа, ответа цитотоксичес-

ких CD8+ клеток [6, 18] и увеличением числа 

полифункциональных CD4+ T-клеток [13, 18]. 

В некоторых работах при этом подчеркивается 

значимость повышения вакцинными кандида-

тами доли CD4+ T-клеток, продуцирующих IL-2 

клеток [13], поскольку их считают маркером 

функционального истощения T-клеток [2, 10].

Выявленные особенности антигенспецифи-

ческого ответа CD4+ и CD8+ T-клеток памяти 

на иммунизацию Flu/ESAT-6_Ag85A в стан-

дартной и в «прайм-буст» схемах вакцинации 

дополняют предыдущие исследования по про-

тективному и иммунотропному эффекту вак-

цины при экспериментальном туберкулезе [1] 

и могут способствовать выбору иммунологичес-

ких маркеров эффективного иммунитета при 

исследовании вакцинных кандидатов.

Заключение

Интраназальная вакцинация мышей C57/

black/6 векторной вакциной Flu/ESAT-6_Ag85A 

при сравнении с эффектом БЦЖ сопровождается:

 – увеличением доли антигенспецифиче-

ских центральных СD4+ Т-клеток памяти 

в пуле активированных лимфоцитов легких 

и селезенки иммунизированных мышей, до-

стигшей статистически значимой разницы 

с группой БЦЖ по процентному содержа-

нию СD4+ TCM селезенки (p < 0,01);

 – аккумуляцией высокодифференцирован-

ных CD8 клеток-эффекторов в органе-ми-

шени туберкулезной инфекции — легких;

 – формированием функционально актив-

ных субпопупляций антигенспецифических 

эффекторных CD4+ и CD8+ Т-клеток памя-

ти (CD44hiCD62Llo), секретирующих IL-2 

и полифункциональных клеток, способных 

к выработке двух (IFNγ и TNFα; IFNγ и IL-2) 

и трех (IFNγ, TNFα и IL-2) цитокинов.

«Буст»-вакцинация Flu/ESAT-6_Ag85A мы-

шей C57Black/6, праймированных БЦЖ, также 

привела к генерации антигенспецифических 

IL-2-продуцирующих CD4+ и CD8+ TEM лим-

фоцитов и к появлению полифункциональных 

CD4+ и CD8+ ТEM клеток памяти.
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