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Цель. Изучить иммунофенотипические особенности лимфоцитов мышей при экспериментальной 
инфекции, вызванной клонами 57 и 58, являющимися вариантами одного штамма вируса клещевого 
энцефалита (ВКЭ).  
Материалы и методы. Было изучено влияние вариантов 57 и 58, выделенных из популяции одного 
штамма ВКЭ, на иммунофенотипические особенности лимфоцитов инфицированных мышей.  
Результаты. В нашем исследовании варианты 57 и 58 были близки по своему воздействию на струк(
туру субпопуляций лимфоцитов. Вирусы не оказывали влияние на численность Т(лимфоцитов, но в 
той или иной мере вызывали снижение численности NKT(клеток (p < 0,05) и T(регуляторных клеток  
(p < 0,05). Оба варианта также повышали (p < 0,05) уровень клеток с ранним маркером активации 
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(СD45/CD25). Отличительной особенностью варианта 57 была индукция численности В(лимфоцитов 
(CD45/CD19, p < 0,05). Смешанное инфицирование животных вариантами 57 и 58 вызывало дисба(
ланс иммунного ответа, характеризующийся снижением численности пула Т(лимфоцитов, Т(хелперов, 
NK(клеток и повышением уровня В(лимфоцитов.  
Выводы. Таким образом, на ранних этапах инфекционного процесса продемонстрирована способ(
ность вариантов ВКЭ, являющихся компонентами одной вирусной популяции, модулировать эффек(
торные функции врожденного и адаптивного иммунитета. 
Ключевые слова. Вирус клещевого энцефалита, иммунный ответ, лимфоциты, экспериментальная 
инфекция. 
 
Aim. To study the immunophenotypical peculiarities of mice lymphocytes in experimental infection caused 
by clones 57 and 58, as the variants of one Tick(borne encephalitis virus (TBEV) strain.   
Materials and methods. The influence of variants 57 and 58, extracted from the population of one TBEV 
strain, on immunophenotypical peculiarities of infected mice lymphocytes was studied.  
Results. In our study, variants 57 and 58 were close by their effect on the structure of lymphocyte 
subpopulations. The viruses did not influence T lymphocyte number, but in this or that extent, they caused 
decrease in the number of NKT (p < 0,05) and T(regulatory cells (p < 0,05). Both variants also elevated  
(p < 0,05) the level of cells with early activation marker (CD45/CD25). The specific feature of variant 57 was 
induction of B lymphocyte number (CD45/CD/19, p < 0,05). Mixed infection of animals with variants 57 and 
58 induced disbalance of immune response, characterized by fall in the number of T lymphocyte, T helper, 
NK cell pools and rise in B lymphocyte level. 
Conclusions. Thus, the ability of TBEV variants, as the components of one viral population, to modulate 
effector functions of hereditary and adaptive immunity at early stages of infectious process was demonstrated. 
Key words. Tick(borne encephalitis, immune response, lymphocytes, experimental infection. 

__________________________________________________________________________________ 

ВВЕДЕНИЕ 

Вирус клещевого энцефалита (ВКЭ) от(
носится к группе флавивирусов млекопи(
тающих, переносимых клещами. Репликация 
ВКЭ в центральной нервной системе приво(
дит к серьезным неврологическим расстрой(
ствам, таким как менингит, энцефалит или 
менингоэнцефалит. В настоящее время пато(
генетические механизмы клещевого энце(
фалита, в том числе взаимодействие вируса 
с иммунной системой, активно изучаются, 
но все еще остаются не до конца ясными. 

В экспериментах на лабораторных жи(
вотных было показано, что штаммы ВКЭ мо(
гут значительно различаться по своим пато(
генетическим характеристикам. Например, 
при инфекции, вызванной периферическим 
введением штамма Софьин, наблюдается бо(
лее короткая средняя продолжительность 
жизни и более высокая летальность по срав(
нению с другими штаммами, такими как 

Осима [6, 11]. Каким образом вирулентность 
вируса связана с особенностями формирова(
ния иммунного ответа при флавивирусной 
инфекции, остается изученным недостаточно.  

Как и другие вирусы, ВКЭ обладает спо(
собностью модифицировать действие иммун(
ной системы и уходить от его распознающего 
влияния. Например, вирус приводит к форми(
рованию внутриклеточных везикул, которые 
могут защищать вирусную РНК от клеточного 
распознавания через RIG(I( и MDA(5(пути [14, 
15, 21] и таким образом отодвигать время на(
чала индукции ИФН 1(го типа. ВКЭ также об(
ладает способностью к репликации в разных 
типах клеток иммунной системы. Показано, 
что T(клетки могут поддерживать репликацию 
штаммов вируса КЭ: Абсеттаров, Найдорфл, 
Hypr 71 [8]. В литературе имеются сведения 
о взаимодействии дендритных клеток и вируса 
КЭ [8, 17]. Однако эти данные носят фрагмен(
тарный характер, в настоящее время недоста(
точно изучены молекулярно(клеточные меха(
низмы взаимодействия вируса с макроорга(



Ïåðìñêèé ìåäèöèíñêèé æóðíàë                                                                                                  2015 òîì XXXII № 6 

 47

низмом, в частности мало известно о влиянии 
эффекторов как врожденного, так и адаптив(
ного иммунитета на течение КЭ.  

Показано, что ВКЭ может существовать 
в виде стабильной гетерогенной популяции, 
содержащей варианты, обладающие селек(
тивным преимуществом при репродукции 
либо в клещах, либо в млекопитающих. Ва(
рианты одного и того же штамма могут зна(
чительно различаться по своим патогенети(
ческим характеристикам и, соответственно, 
по способности индуцировать противови(
русный иммунный ответ. Характер актива(
ции врожденного и адаптивного иммунного 
ответа может зависеть от соотношения этих 
вариантов в популяции. 

Цель работы – изучение иммунофено(
типических особенностей лимфоцитов мы(
шей при экспериментальной инфекции, вы(
званной клонами 57 и 58, являющимися ва(
риантами одного штамма ВКЭ.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ 

Экспериментальные животные. Ис(
пользованы мыши линий Balb/c (SPF, самки, 
15–16 г), полученные из питомника лабора(
торных животных «Пущино», содержащиеся 
в условиях вивария ФГУП «Предприятие по 
производству бактерийных и вирусных пре(
паратов Института полиомиелита и вирус(
ных энцефалитов им. М. П. Чумакова».  

Вирусы, используемые в работе. ВКЭ: 
варианты 57 и 58, полученные клонировани(
ем бляшек из популяции адаптированного к 
клещам варианта штамма ЭК(328 (Romanova 
et al., 2007). Штамм относится к сибирскому 
подтипу ВКЭ. Варианты 57 и 58 отличаются 
друг от друга двумя аминокислотами в по(
верхностном белке Е. Ранее в экспериментах 
на мышах клоны продемонстрировали раз(
личия по нейроинвазивности и чувствитель(
ности к интерферону.  

Животных заражали интраперитонеаль(
но, по 0,3 мл 1 000 000 БОЕ вируса в виде куль(
турально(жидкостно(инфицированных клеток 
почки эмбриона свиньи. В каждой группе ис(
следовано по 6 мышей. 

Получение суспензии мононуклеарных 
лейкоцитов (МЛ). Суспензию спленоцитов 
получали, гомогенизируя селезенку в 5 мл 
среды RPMI 1640 (ПанЭко, Россия). Клетки 
осаждали 10 мин центрифугированием 
со скоростью 250 g в мин при температуре 
4 °С. Осадок ресуспендировали и удаляли 
эритроциты гипотоническим шоком: к осадку 
добавляли 900 мкл дистиллированной воды 
и перемешивали 10 с, затем добавляли 
100 мкл 10(кратного раствора Хэнкса (МПБП, 
Россия). После лизиса эритроцитов сплено(
циты осаждали и дважды отмывали средой 
RPMI. Подсчет живых и мертвых клеток про(
водили в камере Горяева, используя 0,1%(ный 
раствор трипанового синего в 0,9%(ном рас(
творе NaCl. 

Оценку субпопуляционной структуры 
лимфоцитов селезенки мышей осуществля(
ли методом проточной цитометрии с при(
менением моноклональных антител про(
тив соответствующих антигенов различных  
субпопуляций лимфоцитов. Клетки отмыва(
ли холодным фосфатно(солевым буфером  
с 1%(ной фетальной телячьей сывороткой 
и окрашивали согласно инструкции произ(
водителя (e(Bioscience, США) моноклональ(
ными антителами, меченными флюорохро(
мом к поверхностным клеточным маркерам 
(СD3, CD4, CD8, CD19, MHC II, меченые FITC; 
CD25, NK1.1 ‒ PE; Foxp3 ‒ APC, СD45 – 
PerC7). Затем клетки отмывали 2 раза холод(
ным фосфатно(солевым буфером с 1%(ной 
фетальной телячьей сывороткой. Результаты 
учитывали на проточном цитометре FC(500 
(фирмы Beckman Culter, США). Гейт (окно) 
популяции клеток устанавливали на основе 
комбинации прямого и бокового светорас(
сеяния и размера клеток. При учете резуль(
татов подсчитывали 10 000 клеток в гейте. 
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Статистическую значимость различий 
уровня цитокинов между группами оценива(
ли непараметрическими методами исследо(
вания с помощью критерия Манна(Уитни. 
Статистически достоверными считали раз(
личия при p ≤ 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Исследование субпопуляционной струк(
туры лимфоцитов селезенок мышей, зара(
женных вариантами ВКЭ, выявило некоторые 
особенности. Оба вируса не вызывали повы(
шение численности Т(клеток (СD45/CD3) по 
сравнению с интактными мышами. Количест(
во Т(хелперов (СD3/CD4) и СTL (цитотокси(
ческих лимфоцитов (CD3/CD8) оставалось 
также на уровне контроля (таблица). 

Влияние штаммов ВКЭ на субпопуляционную структуру  
лимфоцитов селезенок мышей Balb/c 

Маркеры 
Количество клеток, M ± Sd, % 

ЭК 58 57 57 + 58 Интактные 

CD45/СD3 59,4 ± 4,2*↑ 32,8 ± 2,8 39,8 ± 2,1 19,5 ± 1,2*↓ 32,5 ± 3,1 

CD16/32 2,1 ± 0,3*↓ 3,0 ± 0,2*↓ 1,8 ± 0,4*↓ 3,9 ± 0,4*↓ 7,3 ± 0,6 

NKT (СD3/CD16/32) 0,8 ± 0,2*↑ 0,1 ± 0,04*↓ 0,1 ± 0,03*↓ 0,4 ± 0,4 0,4 ± 0,05 

СD3/CD4 43,8 ± 4,1*↑ 22,7 ± 2,1 28,4 ± 2,1 13,1 ± 0,9*↓ 25,6 ± 1,5 

СD45/CD25 14,0 ± 0,8*↑ 15,3 ± 1,2*↑ 13,4 ± 1,0*↑ 13,1 ± 1,8*↑ 9,0 ± 0,4 

T(reg 
CD4/CD25/Foxp3 

0,4 ± 0,05*↓ 0,5 ± 0,03*↓ 0,3 ± 0,02*↓ 0,3 ± 0,03*↓ 0,9 ± 0,4 

CD45/CD19 23,2 ± 2,1*↑ 14,0 ± 1,1 19,8 ± 1,5*↑ 18,0 ± 1,6*↑ 14,2 ± 1,5 

CD45/MHCII 33,4 ± 2 39,0 ± 2,4 34,3 ± 3,1 35,3 ± 4,0 37,6 ± 3,7 

CD3/CD8 12,3 ± 1,1*↑ 7,4 ± 0,5 7,2 ± 0,7 10,5 ± 1,2 8,0 ± 0,5 

П р и м е ч а н и е : * – достоверность различий по сравнению с контролем (интактные мыши) p < 0,05,  
U(тест Манна(Уитни для независимых выборок. 

 
Антиген СD3 является маркером зрелых 

Т(лимфоцитов и представлен на медулляр(
ных тимоцитах и Т(лимфоцитах перифери(
ческой крови. Этот антиген является высоко 
специфическим, и выявление CD3 четко ука(
зывает на принадлежность Т(лимфоцитов 
к зрелым этапам дифференцировки этих 
клеток [2, 13, 16]. Основным фактором, пре(
пятствующим активному размножению ви(
русов и инфицированию пораженного орга(
низма, являются зрелые цитотоксические 
лимфоциты (СD8 Т(клетки, CTL), обладаю(
щие важным свойством – специфичностью 
действия на клетку(мишень, т.е. способно(
стью уничтожать только клетки, пораженные 
вирусными частицами [20]. 

В нашем исследовании варианты 57 
и 58 оказывали супрессирующее влияние на 
NK клетки (c 7,3 % в контроле) до 3 % (вари(
ант 58) и до 1,8 % (вариант 57). 

В настоящее время известно, что NK(клет(
ки играют важную биологическую роль в ме(
ханизмах иммунологического надзора, на(
правленного против опухолевых клеток,  
инфицированных вирусами и паразитами 
клеток, за счет регуляции процессов проли(
ферации и дифференцировки клеток костно(
го мозга, элиминации стареющих соматиче(
ских клеток, модуляции клеток врожденного 
иммунитета, активации, пролиферации или 
супрессии Т( и В(лимфоцитов, а также про(
цессов созревания и генерации вирусспеци(
фических цитотоксических Т(лимфоцитов, 
что позволяет рассматривать их как сущест(
венный компонент неспецифической защиты 
организма и клеточно(опосредованного им(
мунного ответа [5, 9, 18]. 

Известно, что в популяции активиро(
ванных лимфоцитов, наряду с ЦТЛ и NK, 
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присутствуют натуральные киллеры – Т(клет(
ки (NKT), экспрессирующие маркеры NK(
клеток (CD16, CD56), и Т(клеточные диффе(
ренцировочные антигены (CD3, CD4, CD8) 
[1, 10, 12]. Эта субпопуляция лимфоцитов 
обнаруживается в основном при инфекци(
онном процессе в печени и легких, но прак(
тически отсутствует в периферической кро(
ви [19]. У мышей, зараженных вариантами 
57 и 58, снижалось содержание NКT(клеток 
с 0,4 % (в контроле) до 0,1 % (p < 0,05)  
и T(regs с 0,9 % (в контроле) до 0,3 % (вари(
ант 57) и 0,5 % (вариант 58). Вирусы также 
повышали (p < 0,05) уровень клеток с ран(
ним маркером активации (СD45/CD25) 
в 1,5–1,7 раза (вариант 57 – 13,4 %, вариант 
58 – 15,3 %). Отличительной особенностью 
варианта 57 была индукция повышения чис(
ленности В(лимфоцитов (CD45/CD19) в 1,4 
раза по сравнению с вариантом 58 (соответ(
ственно 19,8 и 14 %). 

Смешанное инфицирование мышей ва(
риантами 57 и 58 привело к неожиданным 
результатам. У мышей, одновременно зара(
женных данными вирусами, отмечалась им(
муносупрессия со снижением количества  
Т(клеток (в 1,7 раза, с 32,5 до 19,5 %), пре(
имущественно представленных субпопуля(
цией Т(хелперов (CD3/CD4), 1,95 раза (с 25,6 
до 13,1 %) по сравнению с интактными мы(
шами. При этом наблюдалась тенденция к по(
вышению численности В(лимфоцитов (с 14,2 
до 18 %, p < 0,05). Иммунный ответ у этих 
мышей также характеризовался преоблада(
нием субпопуляций клеток с экспрессией 
маркера активации CD25 (13,1 %). Об акти(
вации процессов пролиферации и диффе(
ренцировки лимфоцитов свидетельствует 
усиление экспрессии маркера рецептора для 
IL(2 (CD25). Молекула CD25 маркирует акти(
вированные Т(лимфоциты вне зависимости 
от их субпопуляционной принадлежности 
и активированные В(клетки [7]. 

Таким образом, варианты одного штам(
ма ВКЭ практически не отличались по сво(

ему действию на субпопуляционную струк(
туру лимфоцитов инфицированных мышей 
по отдельности, но в эксперименте со сме(
шанной инфекцией проявили неожиданные 
свойства. 

Оба клона в той или иной мере вызыва(
ли снижение численности NK(клеток и T(ре(
гуляторных клеток. Вариант 57 вызывал уве(
личение численности В(лимфоцитов. Ком(
бинированное заражение животных вариан(
тами 57 и 58 вызывало дисбаланс иммунного 
ответа, характеризующийся снижением чис(
ленности пула Т(лимфоцитов, Т(хелперов, 
NK(клеток и повышением уровня В(лим(
фоцитов. Вирусы при одновременном зара(
жении мышей индуцировали активацию 
эффекторов иммунной системы. 

Известно, что глубокий дефицит Т(кле(
точного звена иммунитета в острой фазе ин(
фекционного процесса, а также дисфункция 
гуморального и цитокинового звеньев им(
мунной системы влекут за собой тяжелое те(
чение КЭ [3]. Нами показано, что заражение 
вариантами одного штамма ВКЭ в виде моно(
инфекции и смешанной инфекции разнона(
правленно влияет на экспрессию дифферен(
цировочных и активационных молекул на 
эффекторах врожденного и адаптивного им(
мунитета. Таким образом, на ранних этапах 
инфекционного процесса продемонстриро(
вана способность вариантов ВКЭ, являющих(
ся компонентами одной вирусной популяции, 
модулировать эффекторные функции врож(
денного и адаптивного иммунитета. 
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