
МС 519ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2021;98(5) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-159

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

© Коллектив авторов, 2021

Научная статья
https://doi.org/10.36233/0372-9311-159

Иммуногенныe свойства препарата, содержащего 
инактивированный β-пропиолактоном антиген вируса 
Чикунгунья
Игнатьев Г.М.1 , Каа К.В.1, Антонова Л.П.1, Отрашевская Е.В.2, Ишмухаметов А.А.1

1Федеральный научный центр исследования и разработки иммунобиологических препаратов им. М.П. Чумакова 
РАН, Москва, Россия; 
2Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт вакцин и сывороток и предприятие по производству 
бактерийных препаратов, Санкт-Петербург, Россия

Аннотация
Введение. Случаи лихорадки Чикунгунья зарегистрированы более чем в 100 странах Европы, Океании, 
Африки, Азии, Карибского бассейна, Америки. Поражения скелетно-мышечной системы, характерные для 
лихорадки Чикунгунья, могут длиться от нескольких месяцев до года и даже приводить к утрате трудоспо-
собности. Считается, что перенесённая инфекция обеспечивает пожизненный иммунитет. Этот фактор, 
наряду с отсутствием специфической терапии, делает вакцинацию наиболее перспективным путём про-
филактики лихорадки Чикунгунья.
Целью настоящей работы было лабораторное изучение иммуногенных свойств препарата, содержащего 
инактивированный бета-пропиолактоном (β-ПЛ) антиген вируса Чикунгунья (ЧИКВ).
Материалы и методы. Очищенный инактивированный препарат с разными дозами антигена ЧИКВ был 
введён внутримышечно мышам BALB/c дважды с интервалом 14 сут. В динамике оценивали показатели 
гуморального и клеточного иммунитета в тестах ИФА, реакции нейтрализации и пролиферации сплено-
цитов.
Результаты. В ответ на введение инактивированного препарата антигена ЧИКВ наиболее выраженный 
иммунный ответ в ИФА и реакции нейтрализации отмечался для дозы 40 мкг. Стимуляция специфическим 
антигеном ЧИКВ вызывала выраженную пролиферацию спленоцитов иммунных животных. Максималь-
ные показатели гуморального и клеточного иммунитета были отмечены у иммунизированных животных 
через 14 дней после 2-го введения препарата и сохранялись до конца срока наблюдения. 
Обсуждение. Очищенный препарат, содержащий инактивированный β-ПЛ антиген ЧИКВ, обладал выра-
женными иммуногенными свойствами. Препарат, введённый мышам BALB/c двукратно с дозой инакти-
вированного антигена ЧИКВ 40 мкг, вызывал формирование специфического гуморального иммунитета, 
характеризующегося появлением иммуноглобулинов класса G, обладающих вируснейтрализующей ак-
тивностью, и формирование специфического клеточного ответа, характеризующегося пролиферацией 
спленоцитов в ответ на стимуляцию специфическим антигеном ЧИКВ.
Заключение. Очищенный инактивированный β-ПЛ препарат антигена ЧИКВ в дозе 40 мкг после двукрат-
ного введения мышам линии BALB/c продемонстрировал выраженную иммуногенность. Разработанный 
препарат может быть оценён как перспективный для профилактики лихорадки Чикунгунья с использова-
нием дозы и схемы, апробированных в данном исследовании.

Ключевые слова: инактивированный антиген вируса Чикунгунья, мыши BALB/c, гуморальный и кле-
точный иммунитет
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Abstract
Introduction. Cases of Chikungunya fever have been reported in more than 100 countries in Europe, Oceania, 
Africa, Asia, the Caribbean, and America. The musculoskeletal disorders typical for Chikungunya fever can last 
from several months to a year and even lead to disability. The infection is believed to provide lifelong immunity. 
This factor and the lack of specific therapy make vaccination the most promising method for preventing Chikun-
gunya fever.
Materials and methods. The purified inactivated preparation with the different doses of the CHIKV antigen was 
injected intramuscularly to BALB/c mice twice with an interval of 14 days. Indicators of humoral and cellular im-
munity were assessed in dynamics in ELISA, the neutralization test and proliferation test of splenocytes.
Results. The purified preparation containing the CHIKV antigen inactivated by beta-propiolactone had pro-
nounced immunogenic properties. The most prominent immune response in ELISA and neutralization test was 
registered for a dose of 40 μg. Stimulation with the specific CHIKV antigen caused a pronounced proliferation 
of animals’ splenocytes. The peak values of specific humoral and cellular immunity parameters were registered  
14 days after the second injection. 
Discussion. The purified preparation containing the CHIKV antigen inactivated by beta-propiolactone had 
demonstrated the sufficient immunogenic properties. The immunizing dose of 40 μg CHIKV selected as a result 
of the studies caused in BALB/c mice the development of the humoral immunity characterized by the specific IgG 
with neutralizing activity, and the specific cell immunity characterized by the animals’ splenocytes proliferation 
after stimulation with CHIKV antigen.
Conclusion. The purified β-PL inactivated preparation of the CHIKV antigen at a dose of 40 μg to demonstrated 
pronounced immunogenicity in BALB/c mice after two-dose immunization. The developed preparation can be 
considered as promising for the prevention of Chikungunya fever using the dose and scheme tested in this study.
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цией среди новорождённых, престарелых, а также 
пациентов с хроническими заболеваниями сердеч-
но-сосудистой, дыхательной и нервной систем [2]. 

Такие факторы, как глобальное потепление, 
вырубка лесов и урбанизация, ведут к росту рас-
пространения арбовирусных инфекций, в том числе 
ЛЧ [3]. В 2007 г. локальная передача инфекции была 
впервые отмечена в Европе, когда в ходе локализо-
ванной вспышки на северо-востоке Италии было 
выявлено 197 заболевших. Тем самым подтверди-
лась возможность вспышек заболеваний, передава-

Введение
Лихорадка Чикунгунья (ЛЧ) представляет 

собой космополитический арбовирус, передаю-
щийся преимущественно комарами из рода Aedes  
(A. aegypti и A. albopictus). Подавляющее количество 
случаев ЛЧ — симптоматические (75–95%) [1]. Ти-
пичными симптомами ЛЧ являются высокая темпе-
ратура и поражения скелетно-мышечной системы, 
которые могут длиться от нескольких месяцев до го-
да и более с утратой трудоспособности. Летальность 
при ЛЧ невысокая, с преимущественной регистра-
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емых комарами A. albopictus, на территории Европы 
[4, 5]. Случаи ЛЧ зарегистрированы более чем в 100 
странах Европы, Океании, Африки, Азии, Кариб-
ского бассейна, Южной и Северной Америки [4, 5].

РНК вируса Чикунгунья (далее — ЧИКВ) до-
статочно консервативна. Циркулирующие генотипы 
ЧИКВ генетически близки и составляют единый се-
ротип. Перекрёстная защита между разными штам-
мами ЧИКВ, а также взаимная перекрёстная защита 
среди других альфа-вирусов были продемонстри-
рованы на животных моделях [6, 7]. Считается, 
что перенесённая инфекция ЧИКВ обеспечивает 
пожизненный иммунитет, повторные случаи инфи-
цирования практически не регистрируются [8–10]. 
Этот фактор, наряду с отсутствием специфической 
терапии как самой инфекции, так и её последствий, 
делает вакцинацию наиболее перспективным путём 
профилактики ЛЧ. 

Впервые кандидатная вакцина для профи-
лактики ЛЧ была разработана более 50 лет назад, 
когда V.R. Harrison и коллеги, используя инакти-
вированный формалином штамм ЧИКВ 15561, по-
лучили специфический иммунный ответ у мышей 
и обезьян [11]. Для разработки профилактических 
вакцин против ЧИКВ используются разные техно-
логические платформы. Вакцины на основе одного 
штамма ЧИКВ могут обеспечить длительную пере-
крёстную защиту против гетерологичных штаммов 
вируса, что было продемонстрировано в экспери-
ментах на мышах и макаках, несмотря на высокую 
вирулентность, проявленную некоторыми изолята-
ми ЧИКВ [12].

Технология производства инактивированных 
вакцин является традиционной и успешной для 
большого количества вирусных вакцин. Данная 
технологическая платформа признана одной из наи-
более безопасных [5], и разработка таких вакцин 
не требует генетических манипуляций с вирусом. 
Две формалин-инактивированные вакцины были 
разработаны с использованием разных штаммов 
ЧИКВ — азиатского 15561 и индийского DRDE-06, 
а также клеточной линии Vero и затем успешно 
прошли доклинические исследования на лаборатор-
ных животных, продемонстрировав свой иммуно-
генный потенциал [11, 13]. В относительно неболь-
ших сравнительных исследованиях на мышах линии 
BALB/c продемонстрировано преимущество инак-
тивированного β-пропиолактоном (β-ПЛ) препарата 
антигена ЧИКВ над формалин-инактивированным 
препаратом в формировании специфического гумо-
рального и клеточного иммунитета [14]. Аттенуиро-
ванные вакцины, разработанные для профилактики 
ЛЧ, ранее продемонстрировали высокую реактоген-
ность в клинических исследованиях, в том числе за 
счёт реверсии мутаций в гене Е2 ЧИКВ [5]. 

Целью настоящей работы было изучение им-
муногенных свойств препарата, содержащего инак-

тивированный β-ПЛ антиген штамма Nic ЧИКВ 
(GenBank acc. no MN271692). Данный штамм ЧИКВ 
был адаптирован к клеточной линии Vero, нарабо-
тан и инактивирован с помощью β-ПЛ. Очищен-
ный препарат был внутримышечно введён мышам 
дважды с интервалом 14 дней; показатели гумо-
рального и клеточного иммунитета были оценены 
в ди намике.

Материалы и методы
Вирус. В работе был использован штамм Nic 

ЧИКВ, полученный из рабочей коллекции вирусов 
ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН. История выде-
ления и пассирования штамма ЧИКВ описана ранее 
[15]. Нуклеотидная последовательность штамма 
ЧИКВ представлена в GenBank, acc.no MN271692.

Клетки. Клетки Vero (производственный банк  
клеток ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН) куль-
ти ви ровали в среде Игла МЕМ (производство 
 ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН) с 5% эмбрио-
нальной сывороткой крупного рогатого скота 
(«Gibco»).

Лабораторные животные. В исследовании 
использовали мышей линии BALB/c (гаплотип 
Н-2d) обоего пола массой 12–14 г. Животные были 
получены из питомника «Столбовая» Научного цен-
тра биомедицинских технологий ФМБА. 

Препараты. Для получения инактивированного 
препарата ранее адаптированный штамм Nic ЧИКВ 
нарабатывали на клетках Vero при роллерном культи-
вировании. Множественность заражения составляла 
0,0001 TЦД50 на 1 клетку. Инактивацию ЧИКВ про-
водили β-ПЛ в соотношении 1 : 1000 в течение 48 ч 
при 5оС при постоянном перемешивании. Инактиви-
рованную вируссодержащую жидкость концентри-
ровали в 50 раз методом ультрафильтрации с помо-
щью концентратора «Vivaflow 100» («Sartorius»). По-
лученный инактивированный вирусный концентрат 
очищали с помощью эксклюзионной хроматографии 
на сорбенте «Sepharose-6FF» («GE Healthcare»). Вну-
трипроизводственные контроли подтвердили сте-
рильность препарата и отсутствие эндотоксинов. Со-
держание остаточной ДНК клеток Vero было менее  
5 нг/мл, рН 7,4. Далее препарат инактивированно-
го и очищенного антигена ЧИКВ был сорбирован 
на гидроокиси алюминия. Содержание гидроокиси 
алюминия в конечной дозе препарата составляло  
0,46 мкг на дозу. Инактивированный препарат ЧИКВ 
был произведён с разным содержанием антигена:  
10, 25 и 40 мкг в одной дозе препарата. Однократно 
вводимый объём препарата составлял 0,5 мл. 

Иммуноферментный анализ (ИФА) для опре
деления содержания антигена ЧИКВ проводили 
с помощью набора «БиоСкрин-Чикунгунья комп- 
лект G» («Биосервис») в соответствии с инструк-
цией производителя. Для калибровки использовали 
очищенный по описанной выше методике инакти-
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вированный ЧИКВ с известной концентрацией об-
щего белка, который определяли по методу Лоури 
без осаждения в соответствии с ОФС «Определение 
белка» ХIV Государственной фармакопеи РФ. 

ИФА для определения титра антител ЧИКВ. 
Очищенный инактивированный антиген ЧИКВ 
сорбировали на 96-луночные планшеты в концен-
трации 100 нг на лунку в 0,01 M карбонат-гидро-
карбонатном буфере с рН 9,6. Блокировку произ-
водили фосфатно-солевым буфером рН 7,2 с 1% 
эмбриональной сывороткой крупного рогатого ско-
та («Gibco»). Перед проведением анализа образец 
сыворотки разводили 1 : 100 и далее шагом 2 — до 
1 : 12 800. Инкубацию антигена с полученными сы-
воротками проводили при 37оС в течение 1 ч. Ин-
кубацию со вторичным антивидовым HRP-конъю-
гатом проводили также при 37оС в течение 1 ч. 

Иммунный комплекс выявляли с помощью гото-
вого субстрата TMB. Остановку реакции производили  
2 М серной кислотой. Учёт реакции проводили при 
длине волны 450 нм. Каждое разведение сыворотки 
оценивали в 3 повторах.

Исследование пролиферативной активности 
спленоцитов. Оценку пролиферации спленоцитов 
осуществляли фотометрическим методом по ранее 
описанной методике [16]. Стоковый раствор PMS 
(«Sigma»), приготовленный на фосфатно-солевом 
буфере (40 мкг/мл), длительное время хранил-
ся при –20ºС в защищённом от света месте. При-
готовление стокового раствора ХТТ («Sigma») на 
фосфатно-солевом буфере (1,25 мг/мл) проводили 
непосредственно перед использованием. Готовую 
смесь реагентов (XTT : PMS = 4 : 1) стерилизова-
ли пропусканием через фильтр «Millex» (0,22 мкм, 
«Millipore») и добавляли в лунки (50 мкл/лунку) за 
8 ч до окончания периода инкубации. 

Оптическую плотность (ОП) регистрировали 
при длине волны 450 нм против контрольной дли-
ны волны 630 нм. 

Результат теста рассчитывали по формуле:
ИС = ОПС/ОПК, 

где ИС — индекс стимуляции; ОПС — ОП в лунке 
со стимулированными спленоцитами; ОПК — ОП в 
контрольных лунках.

При изучении клеточного иммунитета исполь-
зовали следующие антигены: антиген ЧИКВ, инак-
тивированный β-ПЛ (5 мкг/мл); антиген вируса 
SARS-CoV-2 — штамм Aydar-1, инактивированный 
β-ПЛ (5 мкг/мл), а также митогены: конканавалин А  
(КонА, «ICN», 5 мкг/мл) и липополисахарид  
Salmonella typhi murium (ЛПС, «Sigma», 5 мкг/мл). 
Каждый антиген и митоген использовали для сти-
муляции спленоцитов животных в 4 повторах. 

Реакцию нейтрализации (РН) проводили по 
ранее описанной методике [13] на 96-луночных 
планшетах с использованием культуры клеток Vero 

и того же штамма ЧИКВ в дозе 100 ТЦД50. Получен-
ный результат переводили в log2 для статистической 
обработки. 

Статистический анализ полученных данных 
проводили с использованием стандартного пакета 
программ «Microsoft Office Excel 2016». Достовер-
ность различий сравниваемых величин оценивали с 
помощью парного t-критерия Стьюдента. Данные 
представлены в виде среднего значения и стан-
дартного отклонения среднего. Различия считали 
статистически достоверными при уровне значимо-
сти р < 0,05. 

Дизайн исследования. Животные были разделе-
ны на группы по 25 мышей в каждой: 

• группа А — иммунизированы внутримышечно 
препаратом в дозе 10 мкг/0,5 мл на 0-е и 14-е 
сутки эксперимента; 

• группа В — иммунизированы внутримышечно 
препаратом в дозе 25 мкг/0,5 мл на 0-е и 14-е 
сутки эксперимента;

• группа С — иммунизированы внутримышечно 
препаратом в дозе 40 мкг/0,5 мл на 0-е и 14-е 
сутки эксперимента;

• группа D — контрольные животные, иммуни-
зированные внутримышечно препаратом ги-
дроокиси алюминия в дозе 0,46 мкг/0,5 мл на 
0-е и 14-е сутки эксперимента.
Иммунизацию животных проводили внутримы-

шечно (бедренная мышца), разделив 1 дозу на 2 вве-
дения, по 0,25 мл препарата в каждую конечность.  
У животных всех групп до проведения 1-й иммуни-
зации (0-е сутки), до проведения 2-й иммунизации 
(на 14-е сутки), а также на 21, 28 и 35-е сутки экспе-
римента (7, 14 и 21-е сутки после 2-й иммунизации 
соответственно) производили забор крови из глаз-
ной вены. Кровь пулировали, после центрифугиро-
вания разливали по пробиркам в объёме 200 мкл и 
хранили при –70°С для последующего одномомент-
ного исследования. Во всех группах на каждую точ-
ку забора крови использовали 4 животных. 

У животных групп С и D одновременно со взя-
тием крови выделяли селезёнку для дальнейшего 
получения суспензии спленоцитов. 

Все процедуры на отдельных мышах про-
водили вне визуального, аудиального или обоня-
тельного контакта с другими животными. Работу 
с животными проводили в соответствии с между-
народными принципами «Европейской конвенции 
о защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментов и других научных целей» ETS  
№ 123 (Страсбург, 1986), Приказом Минздрава Рос-
сии от 01.04.2016 № 199Н «Об утверждении Правил 
надлежащей лабораторной практики».

Результаты
Доза препарата, содержащего 10 мкг антигена 

ЧИКВ, вызывала незначительный подъём специфи-
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ческих антител в группе А после 2-й иммунизации 
с падением к 35-м суткам наблюдения (табл. 1). 
Введение дозы препарата, содержащего 25 мкг 
антигена ЧИКВ, привело к формированию доста-
точно высокого уровня специфических антител в 
группе В на 14-е сутки после 2-й иммунизации, 
который, однако, также снизился к 35-м суткам на-
блюдения (табл. 1). В сыворотке животных группы 
С, при витых дважды дозой 40 мкг антигена ЧИКВ, 
уже через 7 сут отмечался подъём специфических 
IgG, превосходящий максимальные значения IgG 
в группах А и В. Максимальный титр специфиче-
ских IgG в сыворотке животных группы С превос-
ходил таковые в группе А в 16 раз и в группе В — в 
4 раза. Максимальные титры специфических IgG 
сохранялись у животных группы С до конца срока 
наблюдения. 

В сыворотке животных группы А вируснейтра-
лизующие IgG были зарегистрированы однократно 
на 14-е сутки после 2-й иммунизации (табл. 2). По-
казатели вируснейтрализующих антител, сформи-
ровавшихся у животных группы В на введение пре-
парата, содержащего 25 мкг антигена ЧИКВ, на все 
сроки наблюдения были достоверно выше таковых 
(р < 0,05) в группе А и достоверно ниже (р < 0,05) 
показателей, сформировавшихся на введение пре-
парата, содержащего 40 мкг антигена ЧИКВ в груп-
пе С (табл. 2). Максимальный уровень вирусней-
трализующих IgG в группе В отмечался аналогично 
титрам в ИФА через 14 сут после 2-й иммунизации 
с дальнейшим падением. В ответ на введение инак-
тивированного препарата с разным содержанием 

антигена ЧИКВ наиболее выраженный иммунный 
ответ, как и в ИФА, отмечался для дозы антигена 
ЧИКВ 40 мкг/0,5 мл. В группе С максимальный 
прирост специфических антител был на 14-е сутки 
после 2-го введения препарата и сохранялся до кон-
ца срока наблюдения. 

У животных контрольной группы D специфи-
ческие IgG в ИФА и РН не выявлялись в сыворотке 
ни в одной из контрольных точек (данные не при-
ведены).

Для дальнейших исследований клеточного им-
мунного ответа был выбран препарат с дозой анти-
гена ЧИКВ 40 мкг как обеспечивший наиболее вы-
раженный и стабильный гуморальный иммунный 
ответ у мышей линии BALB/c после двукратной 
иммунизации.

Влияние иммунизации инактивированным 
препаратом антигена ЧИКВ на функциональное со-
стояние лимфоцитов (спленоцитов) мышей BALB/c 
и, соответственно, на формирование специфическо-
го клеточного ответа оценивали в реакции проли-
ферации спленоцитов. Как следует из представлен-
ных в табл. 3 данных, использованные в реакции 
вирусные антигены, специфический ЧИКВ и гете-
рологичный SARS-CoV-2 in vitro не вызывали по-
давления пролиферации спленоцитов на 0-е сутки 
у животных в группе С и в контрольной группе D 
(табл. 3). 

Пролиферативная реакция спленоцитов жи-
вотных обеих групп на стимуляцию in vitro митоге-
нами КонA и ЛПС была достаточно выраженной и 
достоверно превосходила таковую при использова-

Таблица 1. Титр специфических антител в сыворотке мышей линии BALB/c, иммунизированных препаратом с разным 
содержанием антигена ЧИКВ в динамике
Table 1. Dynamic changes in specific IgG titers in sera of BALB/c mice immunized with the preparation with different 
concentration of CHIKV antigen

Группа / Group
ИФА IgG, титр / ELISA IgG, titer

14-е сутки / day 14 21-е сутки / day 21 28-е сутки / day 28 35-е сутки / day 35 

А 1 : 200 1 : 400 1 : 400 1 : 200

В 1 : 200 1 : 800 1 : 1600 1 : 800

С 1 : 1600 1 : 3200 1 : 6400 1 : 6400

Таблица 2. Показатели вируснейтрализующих антител в сыворотке мышей линии BALB/c, иммунизированных  
препаратом с разным содержанием антигена ЧИКВ, в динамике (M ± SD)
Table 2. Dynamic changes in virus-neutralizing antibodies in sera of BALB/c mice immunized with the preparation  
with different concentration of CHIKV antigen (M ± SD)

Группа / Group
РН, log2 / Neutralization test, log2

14-е сутки / day 14 21-е сутки / day 21 28-е сутки / day 28 35-е сутки / day 35 

А 2,19 ± 0,19 2,30 ± 0,19 3,10 ± 0,07 2,21 ± 0,10

В 3,10 ± 0,07 3,30 ± 0,23 4,17 ± 0,15+ 3,45 ± 0,15

С 4,84 ± 0,14 5,50 ± 0,15 6,84 ± 0,31+# 6,84 ± 0,31+#

Примечание. +р < 0,05 относительно исходных показателей на 0-е сутки; #р < 0,05 относительно аналогичных показателей в группе В.
Note. +р < 0.05 in comparison with day 0; #р < 0.05 in comparison to those in group В.
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нии вирусных антигенов на все сроки наблюдения 
(p < 0,05). 

Спленоциты неиммунных животных группы D 
отвечали выраженной пролиферацией на стимуля-
цию in vitro только митогенами Т- и В-клеток (КонA 
и ЛПС), но не пролиферировали при стимуляции 
вирусными антигенами — как антигеном ЧИКВ, 
так и антигеном SARS-CoV-2 на все сроки наблю-
дения (табл. 3). 

Как следует из представленных в табл. 3 данных, 
спленоциты мышей BALB/c, иммунизированных 
инактивированным препаратом ЧИКВ в группе С,  
отвечали на стимуляцию in vitro специфическим 
антигеном ЧИКВ, начиная с 14-х суток после 1-й 
иммунизации. Результаты, полученные на 14-е сут-
ки, свидетельствуют о том, что после однократной 
иммунизации ИC спленоцитов достоверно превос-
ходит этот же показатель на 0-е сутки (р < 0,05).  
На 21, 28 и 35-е сутки эксперимента у иммуни-
зированных животных ИС спленоцитов на анти-
ген ЧИКВ достоверно превосходит аналогичный 
показатель на 14-е сутки после 1-й иммунизации  
(р < 0,05). ИС спленоцитов в ответ на стимуляцию 
антигеном ЧИКВ у животных группы С после 2-й 
иммунизации достиг максимума на 28-е сутки экс-
перимента. Статистически достоверная разница 
между ИС спленоцитов антигеном ЧИКВ у живот-
ных групп С и D на всём сроке наблюдения свиде-
тельствует о специфичности пролиферативной ре-
акции спленоцитов у иммунных животных. 

Обсуждение
Консервативность вирусной РНК ЧИКВ, пере-

крёстная защита между разными штаммами ЧИКВ, 
пожизненный иммунитет и практическое отсут-
ствие повторных случаев инфицирования [8–10],  

а также отсутствие специфической терапии как са-
мой инфекции, так и её последствий делает вакци-
нацию наиболее перспективным путём профилак-
тики ЛЧ. 

Два основных вида традиционных вакцин — 
инактивированные и аттенуированные — имеют 
преимущество с точки зрения экономической эф-
фективности и устоявшихся нормативных стандар-
тов. Эти преимущества упрощают исследования и 
разработку технологии, а также лицензирование 
для удовлетворения спроса и профилактики заболе-
вания. Главным преимуществом инактивированных 
вакцин являются их безопасность при отсутствии 
риска реверсии вирулентности, стабильность и ми-
нимальные проблемы хранения и транспортировки. 
Определённым недостатком является необходи-
мость многократных бустерных доз для выработки 
и поддержания эффективного иммунного ответа. 

Для производства цельновирионных инактиви-
рованных вакцин используются различные техно-
логии инактивации вирусов, такие как ультрафио-
летовое облучение, формалин или β-ПЛ. 

Известно, что инактивация вируса формали-
ном происходит за счёт моногидроксиметилирова-
ния аденина, сшивания белков путём образования 
интер- и внутримолекулярных метиленовых мо-
стиков, а также сшивания РНК вируса с белками 
капсида, что приводит к блокировке чтения гено-
ма. Таким образом, формальдегид может нарушать 
структуру вируса и приводить к низкой иммуноген-
ности некоторых вирусных вакцин [17]. Тем не ме-
нее предыдущие исследования формалин-инакти-
вированных вакцин для профилактики ЛЧ [13, 14] 
показали их достаточный иммуногенный потенци-
ал, продемонстрировав выработку специфических 
вируснейтрализующих антител [11, 13, 14], а также 

Таблица 3. Динамика пролиферативной активности спленоцитов мышей BALB/c, иммунизированных препаратом  
с разным содержанием антигена ЧИКВ (M ± SD)
Table 3. Proliferative activity of splenocytes from BALB/c mice immunized with the preparation contained different CHIKV 
antigen dose (M ± SD)

Группа
Group

Антиген
Antigen

ИC спленоцитов / Splenocytes stimulation index

0-е сутки / day 0 14-е сутки / day 14 21-е сутки / day 21 28-е сутки / day 28 35-е сутки / day 35 

C ЧИКВ / CHIKV 1,04±0,08 1,30±0,10+# 1,58±0,10+# 1,66±0,12+# 1,60±0,10+#

SARS-CoV-2 1,02 ± 0,08 1,03 ± 0,10 1,02 ± 0,08 1,04 ± 0,10 1,02±0,08

КонА / ConA 3,60 ± 0,12 3,50 ± 0,14 3,56 ± 0,12 3,50 ± 0,14 3,60±0,12

ЛПС / LPS 1.85 ± 0,10 1.90 ± 0,10 1,85 ± 0,10 1,90 ± 0,10 1,85±0,10

D ЧИКВ / CHIKV 1,02 ± 0,08 1,08 ± 0,10 1,08 ± 0,10 1,06 ± 0,10 1,04±0,08

SARS-CoV-2 1,02 ± 0,08 1,04 ± 0,08 1,02 ± 0,10 1,04 ± 0,08 1,02±0,08

КонА / ConA 3,56 ± 0,12 3,65 ± 0,14 3,60 ± 0,12 3,50 ± 0,14 3,50±0,12

ЛПС / LPS 1.80 ± 0,10 1.90 ± 0,10 1.85 ± 0,10 1.90 ± 0,10 1.80±0,10

Примечание. На 14-е сутки после забора крови у 4 животных все оставшиеся животные были иммунизированы дважды.  
+р < 0,05 относительно исходных показателей на 0-е сутки; #р < 0,05 относительно аналогичных показателей в группе D.
Note. On day 14 after blood sampling from 4 mice all other animals were inoculated twice. +р < 0.05 in comparison with day 0;  
#р < 0.05 in comparison to those in group D.
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развитие клеточного иммунитета [13] в доклиниче-
ских исследованиях. Клеточный иммунитет при ЛЧ 
остаётся малоизученным, однако доказана его кри-
тическая роль для контроля и клиренса ЧИКВ [18].

β-ПЛ широко используется для инактивации ви-
русов, как например, в вакцинах для профилактики 
бешенства, гриппа, желтой лихорадки и коронавиру-
са, в основном действуя как алкилирующий агент на 
гуанин вирусной ДНК или РНК [19]. Свойство β-ПЛ 
алкилировать преимущественно вирусный геном 
способствует развитию протективного иммунного 
ответа на ведение вакцины [17]. Однако полностью 
исключить модификацию вирусных белков при воз-
действии β-ПЛ нельзя. Как показало проведённое 
ранее исследование, количество и характер моди-
фикаций вирусных компонентов, как белков, так и 
ДНК или РНК, зависят от концентрации β-ПЛ, типа 
буфера, pH, а также внутренней реакционной спо-
собности отдельных нуклеофильных групп [19]. Та-
ким образом, условия инактивации вируса β-ПЛ при 
производстве вакцины должны быть максимально 
оптимизированы, чтобы, с одной стороны, добиться 
полной инактивации вируса, а с другой — устойчи-
во высокой иммуногенности вакцины. 

В данном исследовании продемонстрирована 
иммуногенность инактивированного β-ПЛ препара-
та для профилактики ЛЧ. Максимальный прирост 
специфических антител наблюдался у привитых 
животных всех экспериментальных групп через  
14 сут после 2-го введения. Специфические вирус-
нейтрализующие антитела сохранялись у животных 
экспериментальных групп до конца срока наблюде-
ния. Наилучший результат со стороны гумораль-
ного иммунитета, как в реакции ИФА, так и в РН, 
зарегистрирован после иммунизации животных 
препаратом, содержащим 40 мкг антигена ЧИКВ.  
В группе животных, привитых препаратом, содер-
жащим 40 мкг в дозе, максимальные показатели гу-
морального иммунитета сохранялись до конца сро-
ка наблюдения. В то же время в группах животных, 
привитых меньшими дозами (10 и 25 мкг) антигена 
ЧИКВ, показатели гуморального иммунитета сни-
жались к 21-м суткам после 2-й иммунизации. 

Результаты исследования пролиферации спле-
ноцитов иммунных животных позволяют сделать за-
ключение, что при иммунизации препаратом, содер-
жащим разные дозы инактивированного антигена 
ЧИКВ, у мышей BALB/c формировался клон клеток 
памяти, которые при повторной встрече со специфи-
ческим антигеном реагировали выраженной проли-
ферацией. Результаты исследования пролиферации 
спленоцитов иммунных лабораторных животных 
в ответ на стимуляцию специфическим антигеном 
ЧИКВ in vitro продемонстрировали результаты, сход-
ные с результатами исследования показателей гумо-
рального иммунитета в ИФА и РН. Максимальный 
прирост ИС спленоцитов in vitro наблюдался у при-

витых животных через 14 сут после 2-го введения 
препарата и сохранялся до конца срока наблюдения 
в группе животных, привитых препаратом, содер-
жащим 40 мкг антигена ЧИКВ в дозе 0,5 мл. 

Препарат инактивированного β-ПЛ ЧИКВ, 
наработанного на производственном банке клеток 
Vero, аттестованном в соответствии с ОФС «Тре-
бования к клеточным культурам — субстратам про-
изводства иммунобиологических препаратов» XIV 
Государственной Фармакопеи РФ, с гидроокисью 
алюминия в качестве адъюванта продемонстри-
ровал выраженные иммуногенные свойства при 
двукратном введении мышам BALB/c. β-ПЛ име-
ет очевидные преимущества перед формалином, 
в том числе в формировании более выраженного 
специфического поствакцинального гуморального 
и клеточного иммунитета при использовании для 
инактивации ЧИКВ [14]. Учитывая быстрый рост 
адаптированного к клеткам Vero ЧИКВ, данная тех-
нологическая платформа позволяет производителю, 
использующему клетки Vero для производства дру-
гих инактивированных вирусных вакцин, достаточ-
но быстро произвести вакцину для профилактики 
ЛЧ. Таким образом, полученные в представленной 
работе результаты позволяют оценить инактивиро-
ванный препарат антигена ЧИКВ в дозе 40 мкг/0,5 мл  
как перспективный.

Заключение
Очищенный инактивированный β-ПЛ пре-

парат антигена ЧИКВ продемонстрировал выра-
женный иммуногенный потенциал. Выбранная в 
результате исследований иммунизирующая доза 
антигена ЧИКВ 40 мкг/0,5 мл при двукратном вве-
дении мышам линии BALB/c вызывает формиро-
вание как специфического гуморального иммуни-
тета, характеризующегося появлением IgG, обла-
дающих вируснейтрализующей активностью, так 
и специфи ческого клеточного иммунного ответа, 
характери зую щегося выраженной пролиферацией 
спленоцитов при стимуляции специфическим анти-
геном ЧИКВ in vitro. 

Представленные результаты позволяют оце-
нить препарат как перспективный для профилакти-
ки ЛЧ с использованием дозы и схемы, апробиро-
ванных в данном исследовании.
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