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Иммунологические механизмы обеспечения 
терапевтического эффекта гриппозных векторов, 

экспрессирующих антиген ESAT-6,
при экспериментальном туберкулезе у мышей

рые имеют специфические эпитопы для ESAT-6 
[4]. Однако использование белка ESAT-6 в виде 
субъединичных или ДНК-вакцин выявило его 
недостаточную иммуногенность и необходимость 
многократной вакцинации с использованием адъ-
ювантов для формирования защитного эффекта [3]. 

В нашей работе в качестве векторов, несущих 
микобактериальный антиген ESAT-6, использо-
вались рекомбинантные штаммы вируса гриппа с 
модифицированным геном NS1, в котором сохране-
на нуклеотидная последовательность, кодирующая 
первые 125 аминокислот белка NS1 вируса гриппа, 
а также добавлена последовательность, кодирую-
щая микобактериальный белок ESAT-6. За счет 
нарушения основной функции полноразмерного 
белка NSl как антагониста системы интерферона 
I типа полученные штаммы теряют способность 
к полноценной репликации в организме хозяина, 
что обеспечивает безопасность их использования 
в качестве вакцинных препаратов [13]. Введение 
подобных штаммов in vivo приводит к развитию 
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Один из способов иммунотерапии туберкулез-
ной инфекции – терапевтическая вакцинация 
показывает отсутствие эффекта и нередко ухуд-
шение течения туберкулеза как при применении 
вакцины БЦЖ, так и при попытках использования 
других типов вакцинных кандидатов в большинс-
тве доклинических исследований [2]. Позитивный 
лечебный результат получен только при исполь-
зовании ДНК-вакцины на основе белка теплового 
шока микобактерий — Hsp65 [9].

В последнее время одним из наиболее перспек-
тивных специфических антигенов при констру-
ировании новых противотуберкулезных вакцин 
считается ранний секреторный антиген мико-
бактерий ESAT-6 (Early Secreted Antigen Target, 
6 кДа), играющий роль одного из ведущих пусковых 
факторов, ответственных за раннюю продукцию 
ключевого фактора протективного иммунитета — 
интерферона γ (IFNγ) CD8-лимфоцитами, кото-
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Изучали действие терапевтической вакцинации рекомбинантными гриппозными векторами, экс-
прессирующими микобактериальный антиген ESAT-6 (Flu/ESAT-6), на пролиферацию спленоцитов, 
продукцию спленоцитами IFNγ и IL-2 и фагоцитарную активность перитонеальных макрофагов у 
мышей, инфицированных M. tuberculosis Erdman. Генерализованная туберкулезная инфекция у кон-
трольных мышей сопровождалась ингибированием Th1-иммунного ответа. Показано, что двукратная 
иммунизация зараженных мышей вакциной Flu/ESAT-6, в сочетании с терапией противотуберкулез-
ными препаратами, приводит к активации пролиферативной активности спленоцитов, повышению 
спонтанной продукции IFNγ и ESAT-6-индуцированной продукции IL-2. Установлен стимулирующий 
эффект Flu/ESAT-6 на поглотительную и переваривающую функции перитонеальных макрофагов. 
Выявлено иммуноадъювантное действие PR8/NS1-125 вектора, не экспрессирующего ESAT-6 антиген, 
по активации фагоцитоза макрофагов. Сделан вывод, что реализация лечебного эффекта Flu/ESAT-6 
осуществляется за счет стимуляции Th1-звена иммунитета, а также за счет иммуноадъювантных свойств 
самого гриппозного вектора. (Цитокины и воспаление. 2009. Т. 8, № 3. С. 27–32.)
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 выраженного антиген-специфического Т-кле-
точного ответа к ESAT-6 антигену на системном 
уровне и поляризации иммунного ответа в сторону 
Th1 [12], что чрезвычайно важно для благоприят-
ного течения и инволюции инфекции, поскольку 
ключевая роль в протективном характере иммун-
ного ответа при инфицировании M. tuberculosis 
общепризнанна именно за Th1-цитокином — IFNγ. 
Профилактический и терапевтический эффекты 
Flu/ESAT-6 (гриппозного вектора, несущего мико-
бактериальный антиген ESAT-6), при эксперимен-
тальном туберкулезе показаны нами ранее [1, 11].

Целью настоящей работы была оценка влияния 
терапевтической вакцинации гриппозными векто-
рами, экспрессирующими микобактериальный ан-
тиген ESAT-6 (Flu/ESAT-6), на иммунный статус 
мышей при генерализованном туберкулезе. 

Материалы и методы

Рекомбинантный вирус гриппа подтипа H3N2 получен путем 

генетической реассортации вируса Flu/ESAT-6 (H1N1) с вирусом 

A/Aichi/1/68 (H3N2) на клетках Vero в присутствии кроличьей 

антисыворотки к вирусу A/PR/8/34 (H1N1). Клетки Vero (American 

Type Culture Collection (ATCC)) трансфецированы плазмидой, экс-

прессирующей химерную РНК NS-гена вируса гриппа, совместно 

с набором плазмид pTriEx-PB1, pTriEx-PB2, pTriEx-PA и pTriEx-NP, 

экспрессирующих белки полимеразного комплекса вируса грип-

па (по 1 мкг каждой плазмиды). Трансфекцию проводили путем 

электропорации (Nucleofection technique, Amaxa) в соответствии 

с инструкцией по использованию. 24 ч спустя трансфецирован-

ные клетки Vero были заражены хелперными вирусами гриппа

A/PR/8/delNS (H1N1) или A/Sing/delNS87 (H2N2), которые содер-

жали частично или полностью удаленный NS-ген и вследствие 

этого были чувствительны к действию интерферона. В качестве 

селективного препарата добавляли человеческий лейкоцитарный 

интерферон альфа (NIBSC 1st International Standard 1999; 3 ЕД/мл 

культуральной среды). Конечная популяция вирусов содержала 

рекомбинантный NS-ген со вставкой ESAT-6, что подтверждалось 

секвенированием продукта ОТ-ПЦР. 

Лечебный эффект иммунизации Flu/ESAT-6 исследовали на 

140 мышах-самцах линии C57Bl/6 на модели генерализованного 

туберкулеза, вызванного введением в хвостовую латеральную 

вену культуры M. tuberculosis Erdman в дозе 106 КОЕ/мышь. 

Мышей иммунизировали на фоне обнаружения при контрольных 

вскрытиях множественных субмилиарных очагов специфического 

воспаления (через 2 недели после заражения) интраназально 

без наркоза в дозе 106 БОЕ/животное двукратно с перерывом в 

3 недели. Контролем вакцинации Flu/ESAT-6 являлась двукратная 

иммунизация мышей гриппозными векторами, не содержащими 

ESAT-6 (PR8/NS1-125). Этиотропную терапию (изониазид 10 мг/кг

 + рифампицин 10 мг/кг, контроль лечения) начинали со дня первой 

иммунизации Flu/ESAT-6. 

Пролиферацию спленоцитов мышей оценивали на 2-й, 5-й, 8-й и 

14-й неделе после заражения в реакции бласттрансформации при 

индукции клеток фитогемагглютинином (ФГА, Sigma; 5,0 мкг/мл)

и рекомбинантным белком ESAT-6 (Fusion Antibodies Ltd, Northern 

Ireland; 5 мкг/мл) на жидкостном сцинтилляционном счетчике по 

количеству включенного 3Н-тимидина. Продукцию IFNγ и IL-2 в су-

пернатантах нестимулированных и индуцированных ФГА (5 мкг/мл)

и ESAT-6 (5 мкг/мл) культур спленоцитов определяли на 8 неделе 

после инфицирования с использованием иммуноферментных 

тест-систем QuantikineTM (R&D Systems, Minneapolis) и рас-

cчитывали по калибровочной кривой зависимости оптической 

плотности от концентрации цитокина. 

Фагоцитоз определяли на 8-й и 14-й неделе после заражения 

в культуре перитонеальных макрофагов (Мф, 1 × 106 клеток), 

полученных из лаважа брюшной полости мышей, на пластиковых 

одноразовых чашках Петри (d = 40 mm) в отношении клеточной 

взвеси дрожжей рода Saccharomyces cerevisiae (1 × 107 клеток), 

опсонизированных сывороткой мышей. Вычисляли: фагоци-

тарную активность Мф (ФА) — процент Мф, вовлеченных в 

фагоцитоз; фагоцитарное число (ФЧ) — среднее количество 

дрожжей, по глощенных одной фагоцитирующей клеткой; пока-

затель завершенности фагоцитоза (ПЗФ) — количество дрожжей, 

переваренных макрофагами за 1,5 часа культивирования, и ин-

декс завершенности фагоцитоза (ИЗФ) — отношение ФЧ за 1 ч 

культивирования к ФЧ за 2,5 ч культивирования. 

Статистическую обработку данных проводили с использова-

нием параметрического теста Стьюдента и непараметрического 

критерия Вилкоксона — Манна — Уитни.

Результаты и обсуждение

Терапевтическая вакцинация Flu/ESAT-6 нача-
та через 2 недели после заражения одновременно 
с назначением противотуберкулезных препаратов 
(ПТП) на фоне распространения специфического 
поражения в легких инфицированных M. tubercu-
losis Erdman мышей (появление милиарных очагов 
d > 1 мм). 

Уже на этом раннем этапе развития экспери-
ментального туберкулеза выявлена ингибиция 
Th1-зависимого иммунного ответа: снижение спон-
танной (до 8707±82 имп/мин у инфицированных 
мышей против 10530±515 имп/мин у интактных, 
р < 0,02) и индуцированной ФГА (до 11773±40 про-
тив 14756±190 имп/мин, соответственно, р < 0,001) 
пролиферации спленоцитов, а также продукции 
ими Th1-цитокинов — IFNγ и IL-2 (р < 0,05). Через 
8 недель после заражения у инфицированных не-
леченных мышей наблюдалось глубокое угнетение 
пролиферативного ответа как в нестимулирован-
ной культуре спленоцитов (в 3,85 раза, р < 0,001), 
так и в ответ на ФГА (в 12,3 раза, р < 0,001, рис. 1). 
Параллельно, в супернатантах культур клеток се-
лезенки зарегистрировано существенное угнетение 
спонтанной и ESAT-6-индуцированной продукции 
IFNγ и IL-2 (рис. 2). 

Ингибиция Th1-спленоцитов при прогрессиро-
вании туберкулезной инфекции в настоящее время 
считается общепризнанным фактом. Существует 
гипотеза о взаимосвязи развивающегося при ту-
беркулезе иммунопареза со сдвигами в обмене 
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глюкокортикоидов [10], однако большинство ис-
следователей связывают подавление Th1-звена 
иммунной реакции на поздних сроках заболевания 
с превалированием Th2-ответа [15]. В то же время 
существует мнение, что Th2-ответ не определяет 
активность Th1-лимфоцитов, поскольку выклю-
чение IL-4, IL-4R, IL-13 и STAT6 не повышает 
чувствительность мышей к туберкулезу [8]. От-
сутствие IL-5 и IL-10 также не влияет на течение 
туберкулеза у мышей [14]. 

Снижение бактериальной нагрузки в ходе ин-
фекции под действием этиотропной терапии в 
нашем исследовании сопровождалось «реверсией» 
ингибированной функциональной активности спле-
ноцитов, что проявилось стимуляцией продукции 
Th1-цитокинов через 6 недель терапии (см. рис. 2), 
а также частичным восстановлением спонтанной 
пролиферации спленоцитов и ответа клеток на 
поликлональный митоген ФГА через 12 недель от 
начала лечения (р < 0,05, см. рис. 1).

Наиболее существенные сдвиги в иммунологичес-
кой реактивности обнаружены у мышей, двукратно 
иммунизированных Flu/ESAT-6 на фоне приме-
нения противотуберкулезных препаратов (ПТП). 

При этом отмечен достоверный лечебный эффект
Flu/ESAT-6, который проявился в уменьшении 
распространенности туберкулезного воспаления в 
легких, санации легочной ткани от M. tuberculosis 
Erdman, исчезновении альтернативного компонента 
в очагах специфического воспаления, а также в из-
менении клеточного состава гранулем в легких с пре-
имущественно эпителиоидного на лимфоидный [1]. 

Уже через 3 недели после первого введения 
вакцины под влиянием Flu/ESAT-6 (в сочетании с 
ПТП) зарегистрировано усиление пролифератив-
ной активности клеток селезенки, что выражалось 
в некотором (в 1,2 раза) повышении специфической 
пролиферации спленоцитов в ответ на ESAT-6 по 
индексу их стимуляции, вызванном, вероятно, фор-
мированием под действием Flu/ESAT-6 пула лимфо-
цитов, отвечающих на специфическую стимуляцию 
in vitro усилением митотической активности клеток.

Через 6 недель от начала терапии Flu/ESAT-6
различия с группой животных, получавших 
только этиотропное лечение, стали еще более 
отчетливыми (см. рис. 1). У мышей, иммунизи-
рованных рекомбинантными гриппозными век-
торами, экспрессирующими ESAT-6, отмечена 

Рис. 1. Пролиферативная активность лимфоцитов селезенки мышей, зараженных M.tuberculosis Erdman, в ответ на стимуляцию стандартным 

(ФГА) или специфическим (ESAT-6) индукторами через 6 и 12 недель от начала терапии

По оси абсцисс — интенсивность включения 3Н-тимидина в ДНК клеток (имп/мин) без стимуляции (PBS) и в ответ на стимуляцию фитогемагглютинином (ФГА)

в конечной концентрации 5 мкг/мл или рекомбинантным белком ESAT-6 (5 мкг/мл). По оси ординат — группы животных. ПТП — противотуберкулезные препараты.
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активация ФГА- и ESAT-6-индуцированного 
пролиферативного ответа спленоцитов (индексы 
стимуляции 2,66 и 2,46 соответственно), а также 
значимое (в 1,9 раза, p < 0,05) повышение спон-
танной секреции IFNγ и продукции IL-2 в ответ 
на ESAT-6 (см. рис. 2).

Иммунизация животных по аналогичной схеме 
гриппозным вектором PR8/NS1-125, не содержа-
щим микобактериальный антиген ESAT-6, не при-
вела к восстановлению показателей специфичес-
кой пролиферативной активности спленоцитов, что 
исключает неспецифическое влияние на иммунный 
ответ самого гриппозного вектора. 

Применение в монорежиме Flu/ESAT-6 при 
слабом лечебном эффекте (по данным летальности 
и гистологического исследования легких) практи-
чески не отразилось на пролиферативной актив-
ности лимфоцитов. В то же время даже этот режим 
использования Flu/ESAT-6 привел к повышению, 
при сравнении с нелеченными мышами, продукции 
IFNγ и IL-2 спленоцитами в ответ на ESAT-6 (дан-
ные не приводятся). 

Проведенная в течение 12 недель терапия не 
оказала влияния на восстановление пролифе-
ративной активности спленоцитов. Спонтанная 
пролиферация клеток селезенки и ответ на ФГА у 
мышей, получавших Flu/ESAT-6, а также в группе 
контроля лечения были на одном уровне за счет 
его частичного восстановления под влиянием ПТП. 
Однако по величине специфической пролиферации 
опытные группы животных различались сущест-
венно. У мышей, иммунизированных Flu/ESAT-6,
ответ спленоцитов на ESAT-6 был в 2,5 раза 
выше (р < 0,001), чем при лечении только ПТП (см. 
рис. 1). При этом индекс стимуляции у животных, 
леченных Flu/ESAT-6, стал выше показателя в 
интактной группе (2,46 против 1,98), поскольку 
спонтанная пролиферация даже у мышей, полу-

чавших иммунотерапию, оставалась на уровне 40% 
от уровня интактных.

Отмеченный стимулирующий эффект Flu/ESAT-6 
на дифференцировку и функциональную активность 
Th1-спленоцитов помимо антиген-специфического 
ответа к ESAT-6 антигену, скорее всего, обусловлен 
и иммуногенностью рекомбинантных гриппозных 
векторов. Хотя в ходе гриппозной инфекции проис-
ходит активация как Th1-, так и Th2-иммуноком-
петентных клеток [5], в случае гриппозных NS-му-
тантов Th1-ответ может доминировать вследствие 
того, что подобные вирусы индуцируют увеличенное 
количество интерферонов 1-го типа [6]. Это под-
твердилось при формировании CD4 + Th1-ответа в 
результате двух последовательных иммунизаций 
интактных мышей Flu/ESAT-6 векторами, отно-
сящимися к различным (H3N2 и H1N1) подтипам 
вируса гриппа [11]. 

Анализ особенностей фагоцитоза перитонеаль-
ных Мф также выявил стимулирующий эффект 
Flu/ESAT-6. Он отмечен также через 6 недель от 
начала терапии, когда у зараженных нелеченных 
мышей на фоне распространенного туберкулезного 
поражения легочной ткани развивается достовер-
ное угнетение как поглотительной, так и перева-
ривающей способности Мф по всем изученным 
показателям (рис. 3). Эта ингибиция сменяет, по 
литературным данным, на высоте развития ин-
фекции первоначальную активацию фагоцитов на 
ранних стадиях туберкулеза [7], что, скорее всего, 
обусловлено переключением иммунного ответа 
при прогрессировании инфекции на Th2, а также 
влиянием поглощенных микобактерий туберку-
леза. Кроме того, угнетению фагоцитоза при ту-
беркулезе способствует и длительное применение 
противотуберкулезных препаратов, обладающих 
иммунодепрессивным компонентом действия, 
поскольку лечение больных туберкулезом требует 

Рис. 2. Индуцированная ESAT-6 (5 мкг/мл) продукция IFNү и IL-2 (пг/мл) спленоцитами мышей, зараженных M. tuberculosis Erdman,

через 6 недель от начала терапии
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Рис. 3. Показатели активности фагоцитоза перитонеальных макрофагов у мышей, зараженных 

M. tuberculosis Erdman, через 12 недель от начала терапии

* — достоверные отличия

проведения 6-месячных курсов 
этиотропной терапии.

Flu/ESAT-6 в оптимальной 
схеме уже через 6 недель после 
первой иммунизации полностью 
нормализовал поглотительную и 
переваривающую способность 
перитонеальных Мф, тогда как 
только этиотропная терапия 
на этом сроке не восстановила 
величину показателя завершен-
ности фагоцитоза (157,0 против 
217,67 дрожжевых клеток у 
интактных мышей). 

Через 12 недель активность 
фагоцитоза перитонеальных 
Мф в группе контроля лечения 
практически полностью норма-
лизовалась. При этом у мышей, 
иммунизированных Flu/ESAT-6 
и контрольным вирусом PR8/
NS1-125, наблюдалось повышение как поглоти-
тельной, так и переваривающей способности Мф. 
По сравнению с группой контроля лечения иммуни-
зация гриппозными векторами достоверно усилила 
фагоцитарное число, фагоцитарную активность и 
показатель завершенности фагоцитоза (р < 0,05). 
Причем при иммунизации PR8/NS1-125-вектором, 
не экспрессирующим ESAT-6-антиген, стимуляция 
фагоцитарной активности и показателя завер-
шенности фагоцитоза даже несколько превышала 
эффект Flu/ESAT-6.

Таким образом, двукратная иммунизация мы-
шей, зараженных M. tuberculosis Erdman, реком-
бинантными гриппозными векторами, экспресси-
рующими микобактериальный антиген ESAT-6, при 
сочетанном применении с противотуберкулезными 
препаратами на фоне ингибиции Th1-иммунного от-
вета, развивающейся при туберкулезной инфекции, 
привела к существенному снижению тяжести ее те-

чения. Оценка параметров клеточного иммунитета 
показала, что реализация лечебного эффекта Flu/
ESAT-6, по-видимому, осуществляется за счет его 
стимулирующего действия на дифференцировку 
и функциональную активность Th1-звена имму-
нитета (спонтанной, а также индуцированной ФГА 
и ESAT-6 пролиферации спленоцитов, спонтанной 
продукции IFNγ и продукции IL-2 на ESAT-6). Акти-
вация вакциной Flu/ESAT-6 Th1-иммунокомпетен-
тных клеток обеспечила чрезвычайно важное для 
эффективной терапии туберкулеза выраженное и 
стойкое стимулирующее действие на поглотитель-
ную и переваривающую функции макрофагов, как 
известно, также существенно угнетенных в процес-
се развития туберкулеза. Активация показателей 
фагоцитоза при иммунизации зараженных живот-
ных вектором PR8/NS1-125, не экспрессирующим 
ESAT-6-антиген, свидетельствует об иммуноадъ-
ювантных свойствах самого гриппозного вектора.
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Immunological mechanisms ensuring therapeutic effect of influenzal vectors,
which express ESAT 6 antigen, in experimental tuberculosis in mice  
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 The aim: to study the effect of therapeutic vaccination in mice infected by M. tuberculosis Erdman with recom-
binant influenza vectors expressing mycobacterial antigen ESAT-6 (Flu/ESAT-6) on splenocyte proliferation and 
production of IFNү and IL-2, and phagocytic activity of peritoneal macrophages. The data showed that gener-
alized tuberculosis infection in control mice was associated with inhibition of Th1 immune response. Double 
immunization of infected mice with Flu/ESAT-6, in combination with a standard anti-tuberculosis therapy, 
led to the activation of proliferative activity of splenocytes, increased production of IFNү and ESAT-6-induced 
production of IL-2. We demonstrate herein the stimulating effect of Flu/ESAT-6 on phagocytic and digestive 
activity of peritoneal macrophages. An adjuvant effect of vehicle PR8/NS1-125 vector, not expressing ESAT-6 
antigen, was revealed on the basis of activation of phagocytic activity of macrophages. It is concluded that 
the therapeutic effect of Flu/ESAT-6 is realized due to Th1 immune responses stimulation, as well as through 
adjuvant properties of the influenza vector. (Cytokines and Inflammation. 2009. Vol. 8, № 3. P. 27–32.)
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