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РАННЯЯ ЗАЩИТА ОТ ГЕТЕРОЛОГИЧНОЙ ГРИППОЗНОЙ 

ИНФЕКЦИИ ПОСЛЕ ИНТРАНАЗАЛЬНОЙ ИММУНИЗАЦИИ МЫШЕЙ 

ЖИВОЙ ГРИППОЗНОЙ ВАКЦИНОЙ 

Аннотация: наиболее эффективной стратегией предупреждения гриппоз-

ной инфекции является вакцинация [1]. Живая гриппозная вакцина (ЖГВ) – эф-

фективное средство в борьбе против гриппа, которое отличается простотой 

введения, экономичностью и быстрым производством [2; 3; 4]. При разработке 

новых вакцин против гриппа важно изучение индивидуальных иммуностимули-

рующих свойств вакцинных штаммов и их взаимодействия с компонентами 

врожденного и приобретенного иммунитета. Цитокины являются ключевыми 

медиаторами, которые не только регулируют иммунный ответ на вакцинацию, 

но также опосредуют защитные механизмы при вирусной реинфекции. Изуче-

ние экспрессии генов цитокинов может быть перспективным подходом молеку-

лярно-генетического анализа для определения иммуномодулирующего действия 

вакцинных штаммов. В работе изучалась ранняя защита против гетерологич-

ной гриппозной инфекции после иммунизации ЖГВ потенциально пандемиче-

ского подтипа А/H7N3 на модели мышей и возможные факторы ранней защиты 

в клеточной культуре THP-1. 
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Материалы и методы. 

Вирусы. В работе использовали реассортантный вакцинный вирус 

A/17/кряква/Нидерланды/00/95(H7N3), подготовленный в отделе вирусологии 

ФГБНУ «ИЭМ», и вирус гриппа A/Южная Африка/3626/13 (H1N1)pdm09, 
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полученный из коллекции вирусов отдела вирусологии Института эксперимен-

тальной медицины (Санкт-Петербург, Россия). 

Работа с мышами. 8–10-недельных самок мышей CBA получали из лабора-

торного питомника Российской академии наук (Рапполово, Ленинградская об-

ласть, Россия). Группам мышей под легким эфирным наркозом вводили интра-

назально 50 мкл ЖГВ, содержащей 6 lg ЭИД50 вируса A/17/кряква/Нидер-

ланды/00/95(H7N3) (ЖГВ), контрольным животным вводили фосфатный буфер-

ный раствор (ФБ). Все процедуры, связанные с животными, проводились в соот-

ветствии с «Правилами лабораторной практики» Министерства здравоохранения 

Российской Федерации №708 n. Исследование одобрено Локальным этическим 

комитетом ФГБНУ «ИЭМ» (протокол 1/20 от 27 февраля 2020 г.). 

Заражение вирусом A/Южная Африка/3626/2013 (H1N1)pdm09 (10 50% мы-

шиных летальных доз, МЛД50) проводили на 5-е и 7-е сутки после иммунизации 

ЖГВ. Мониторинг осуществляли в течение 14 дней после заражения. Образцы 

легких отбирали для изучения репродукции инфекционного вируса и гомогени-

зировали с использованием системы Tissue Lyser LT (Qiagen, Venlo, The 

Netherlands). Полученные гомогенаты титровали в развивающихся куриных эм-

брионах. Титры вируса в легких выражали как log10 ЭИД50. 

Анализ экспрессии генов ранних цитокинов в клетках THP-1. В исследова-

нии использовали перевиваемую суспензионную культуру макрофагов человека 

(Human acute monocytic leukemia cell line), THP-1 [5]. Клетки THP-1 высевали на 

24-луночные планшеты для клеточных культур по 3,0 × 106 клеток на лунку в 

среде RPMI (Roswell Park Memorial Institute), дополненной 10% фетальной сыво-

роткой теленка, 100 МЕ/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина. План-

шеты для культивирования инкубировали при 37° С в атмосфере 5% СО2 в тече-

ние 48 ч. В клетки вносили 106 эмбриональной инфекционной дозы (ЭИД50)/мл 

вируса A/17/кряква/Нидерланды/00/95(H7N3), в качестве контроля использовали 

иммуностимулятор Poly I:C [6] (0,1 мкг/мл). Уровни экспрессии мРНК интерфе-

ронов 1 типа, интерлейкина 6 (ИЛ-6) и воспалительного белка макрофагов 1-

альфа (MIP-1-альфа) определяли с помощью полимеразной цепной реакции 
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обратной транскрипции в реальном времени (ОТ-ПЦР-РВ) в лизатах клеток, по-

лученных после 3-х часовой инкубации. Экстракцию РНК проводили с помощью 

набора RNeasy Mini (QIAGEN, Хилден, Германия). ОТ-ПЦР-РВ проводили в тер-

моциклере CFX96 (Biorad, Hercules, CA, USA) с использованием SybrGreen 

master mix (Thermo Scientific, Waltham, MA, США). Для нормализации исполь-

зовали гены глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназы (GAPDH) и гипоксантин-

гуанин-фосфорибозилтрансферазы (HPRT). Данные были проанализированы с 

использованием сравнительного метода Ct, нормализованного по GAPDH и 

HPRT, и представлены как кратность изменений в экспрессии генов обработан-

ных клеток относительно контрольных необработанных клеток. 

Таблица 1  

Праймеры для выявления экспрессии м-РНК цитокинов в клетках THP-1 

Ген Прямой праймер Обратный праймер 

Гены домашнего хозяйства 

GAPDH TGTGGGCATCAATGGATTTGG ACACCATGTATTCCGGGTCAAT 

HPRT CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA 

Гены интереса 

ИФН-альфа TCAAAGACTCTCACCCCTGC CAGTGTAAAGGTGCACATGACG 

ИФН-бета GCGACACTGTTCGTGTTGTC GCCTCCCATCAATTGCCAC 

ИЛ-6 ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG 

MIP-1 альфа 

(CCL-3) 

AGTTCTCTGCATCACTTGCTG 

 
CGGCTTCGCTTGGTTAGGAA 

 

Статистическая обработка данных. 

Данные обрабатывали с использованием программного обеспечения 

Statistica, версия 6.0 (StatSoft, Inc. Tulsa, Оклахома, США). Данные представляли 

как среднее ± стандартная ошибка средних (СО). Для сравнения двух независи-

мых групп использовали U-критерий Манна – Уитни. Для сравнения распреде-

лений выживаемости использовался лог-ранг критерий Мантела – Кокса. Разли-

чия считались значимыми при р <0,05. 

Результаты. 

Иммунизация ЖГВ подтипа А(H7N3) защищала от летальной инфекции ге-

терологичным вирусом A/Южная Африка/3626/2013 (H1N1)pdm09 20% 
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иммунизированных животных на 5-й день после иммунизации и 80% – на 7-й 

день после иммунизации (рис. 1). 

 

Рис. 1. Анализ выживаемости после заражения мышей вирусом гриппа 

A/Южная Африка/3626/13 (H1N1)pdm09 на 5-е и 7-е сутки после иммунизации 

ЖГВ на основе вакцинного вируса A/17/кряква/Нидерланды/00/95(H7N3) 

(n=10) 

Выявлено снижение репродукции инфекционного вируса A/Южная Аф-

рика/3626/13 (H1N1)pdm09 в легких иммунизированных мышей в среднем в 10 

раз (рис. 2). 

 

Рис. 2. Выделение заражающего вируса A/Южная Африка/3626/13 

(H1N1)pdm09из легких мышей через 48 и 72 часа после вирусной инфекции 

на 5-й день после иммунизации (n=6). 

Для оценки факторов врожденного иммунитета при первичном контакте 

вакцинного вируса гриппа с клетками иммунной системы мы использовали ана-

лиз экспрессии генов ранних цитокинов в клеточной культуре THP-1. На ранних 

стадиях инфекции, макрофаги продуцируют значительные количества противо-

вирусных цитокинов и интерферонов 1 типа (в большей степени, чем 
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эпителиальные клетки), провоспалительных цитокинов (TNF-α, IL-1, IL-6), а 

также хемокинов, вовлеченных в процесс миграции лейкоцитов из циркуляции в 

очаг воспаления [7]. 

 

Рис. 3. Нормализованная экспрессия м-РНК интерферонов 1 типа, ИЛ-6 

и MIP-1 альфа в клеточной культуре THP-1 

Показано статистически значимое повышение уровней м-РНК ИФН-бета и 

MIP-1-альфа при внесении в клетки THP-1 вакцинного вируса А(Н7N3) (Рис.3). 

Выявлено повышение экспрессии ИФН-альфа и ИЛ-6, которое не было статисти-

чески значимым. Система интерферонов представляет собой главный гумораль-

ный фактор врожденной противовирусной защиты. Интерфероны 1 типа (ИФН -

альфа, ИФН -бета) продуцируются непосредственно в ответ на введение вируса, 

после чего они частично подавляют репликацию вируса и ограничивают распро-

странение вирусного потомства. Синтез интерферонов 1 типа приводит к обра-

зованию в клетках IL-6, IL-12, IL-18 и TNF-α. Интерфероны типа 1 альфа / бета 

оказывают противовирусное действие как в инфицированных, так и в неинфици-

рованных клетках и различными способами регулируют врожденный и адаптив-

ный иммунитет не только против вирусных, но также бактериальных и многих 

других патогенов [8]. Раннее защитное действие ЖГВ может быть связано с эф-

фектом предстимулирования, поскольку ранее было показано, что респиратор-

ные клетки вакцинированных мышей, обработанных определенными дозами ин-

терферона, вырабатывали больше интерферона, чем у невакцинированных мы-

шей [9]. 
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Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о том, что иммуни-

зация ЖГВ частично защищала мышей против летальной гриппозной инфекции 

уже в течение первой недели после вакцинации. Это является важным для успеш-

ного применения ЖГВ в период сезонного подъема заболеваемости, вызванной 

не только вирусами гриппа, но и другими возбудителями острых респираторных 

заболеваний. Изучение экспрессии ранних цитокинов и интерферонов при ви-

русной инфекции и вакцинации будет способствовать лучшему пониманию вза-

имодействия иммунных механизмов и изучению независимых функций цитоки-

нов в последовательной регуляции неспецифической защиты от вирусных ин-

фекций. 
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