
37

Инфекция и иммунитет
2014, Т. 4, № 1, с. 37–42

Авторы:

Мезенцева М.В., д.б.н., зав. лабораторией культур тканей ФГБУ НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского МЗ РФ, Москва;
Антошина И.Ф., соискатель лаборатории культур тканей ФГБУ НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского МЗ РФ, Москва;
Морозова О.В., д.б.н., ведущий научный сотрудник лаборатории иммунологии ФГБУ НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского МЗ РФ, 
Москва.

Адрес для переписки:

Мезенцева Марина Владимировна
123098, Москва, ул. Гамалеи, 16, ФГБУ НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского МЗ РФ.
Тел./факс: (499) 190-28-50 (служебн.); 8 916 126-24-20 (моб.). 
E-mail: marmez@mail.ru

поступила в редакцию 10.02.2014
отправлена на доработку 12.02.2014
принята к печати 21.02.2014

© Мезенцева М.В., Антошина И.Ф., 
 Морозова О.В., 2014

Оригинальные статьи

СИНТЕЗ ЦИТОКИНОВ IN VITRO ПРИ ИНФЕКЦИИ 

КУЛЬТУРЫ КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА ВИРУСОМ 

КЛЕЩЕВОГО ЭНЦЕФАЛИТА И В ПРИСУТСТВИИ 

ИНАКТИВИРОВАННОЙ ВАКЦИНЫ

М.В. Мезенцева, И.Ф. Антошина, О.В. Морозова

ФГБУ НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского МЗ РФ, Москва, Россия

Резюме. Клещевой энцефалит (КЭ) — нейроинфекционное вирусное заболевание, в патогенезе которого им-

мунные механизмы играют существенную роль. Проведен сравнительный анализ синтеза ключевых цитоки-

нов при инфекции ВКЭ и в присутствии инактивированной вакцины против КЭ in vitro. При инфекции пере-

виваемой культуры клеток рака гортани человека HEp-2 ВКЭ наблюдали активацию транскрипции IFNα, 

IFNγ, IFNλ1, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12, TNFα и одного из факторов апоптоза Fas. Сравнение транс-

крипции и продукции цитокинов показало, что в результате вирусной инфекции баланс Th1/Th2 смещал-

ся в сторону Th1 на посттранскрипционном уровне. В присутствии инактивированной вакцины против КЭ, 

основанной на том же штамме Софьин ВКЭ, также происходила активация транскрипции цитокинов IFNα, 

IFNλ1, IL-4, IL-10, как и в результате инфекции штаммом Софьин ВКЭ, а также продукция GM-CSF, что 

свидетельствует об индукции преимущественно Th2 пути. Впервые показано участие IFN III-типа (IFNλ1) 

при инфекции культур клеток ВКЭ и добавлении вакцины против КЭ. Получены доказательства различия 

в динамике синтеза цитокинов IL-2, IL-8, IL-10, IL-12, TNFα при инфекции ВКЭ, а также при действии инак-

тивированной вакцины против КЭ.
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Введение

Для специфической профилактики клеще-

вого энцефалита (КЭ) в настоящее время в мире 

производят 7 вакцин, полученных инактиваци-

ей формалином вируса клещевого энцефалита 

(ВКЭ), из первичных культур фибробластов ку-

риных эмбрионов, из которых 6 разрешены для 

применения в России.

Инактивированные вакцины, как известно, 

индуцируют преимущественно гуморальный 

иммунный ответ по Th2 пути вследствие эк-

зогенной презентации антигенов [12]. Однако 

после иммунизации мышей вакциной про-

тив КЭ (ФГУП ПИПВЭ им. М.П. Чумакова 

РАМН, Москва) выявлена активация не толь-

ко интерлейкинов, обуславливающих развитие 

гуморального иммунитета, IL-1β, IL-4, IL-6, 

IL-10, но и маркеров клеточного иммуните-

та — IL-2, IL-12, TNFα, IFNγ. Активность ци-

токинов (IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, 

TNFα и IFNγ) после иммунизации мышей 

инактивированной вакциной против КЭ сви-

детельствует об активации макрофагов, Т- 

и В-лимфоцитов [8], что не типично для очи-

щенных белков, являющихся экзогенными 

антигенами и поэтому индуцирующих иммун-

ный ответ по Th2 пути с секрецией IL-4 и IL-5, 

но не IFNγ [7].

Цель данной работы состояла в сравнитель-

ном анализе синтеза регуляторных цитокинов 

при инфекции, вызванной разными штаммами 

ВКЭ, и в присутствии инактивированных анти-

генов вакцины против КЭ in vitro.
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Материалы и методы
Клетки рака гортани человека HEp-2 (получе-

ны из музея клеточных культур ФГБУ НИИ ви-

русологии им. Д.И. Ивановского МЗ РФ, Москва) 

культивировали в среде ДМЕМ с L-глутамином 

в присутствии 10% телячьей эмбриональной сы-

воротки (ТЭС). После достижения клетками 

90–100% монослоя добавляли вакцину против 

КЭ (ФГУП ПИПВЭ им. М.П. Чумакова РАМН, 

Москва) цельную и в разведениях 1:10, 1:32, 1:100, 

1:320, в соответствии с рекомендациями ФГБУ 

«Научный центр экспертизы средств медицин-

ского применения» МЗ РФ. Анализ токсичности 

вакцины против КЭ производства ФГУП ПИП-

ВЭ им. М.П. Чумакова РАМН для клеток HEp-2 

проводили с использованием превращения про-

изводного тетразола (МТТ) в ярко окрашенные 

соединения фармазана, количества которых оце-

нивали спектрофотометрически.

Клетки HEp-2 инфицировали ВКЭ (100 TCID50 

штаммов Софьин и Айна 1448 из Государствен-

ной Коллекции Вирусов ФГБУ НИИ вирусологии 

им. Д.И. Ивановского МЗ РФ, Москва) 1 ч, затем 

клетки отмывали средой ДМЕМ без сыворотки 

и добавляли среду с 1% ТЭС, как описано ранее 

[13]. Персистентную инфекцию клеток Hep-2 

оценивали посредством ИФА на антиген ВКЭ 

и ОТ-ПЦР в реальном времени [13, 26].

Экспрессию генов цитокинов (IFNα, IFNβ, 

IFNγ, IFNλ1, IFNλ2, IFNλ3, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, 

IL-8, IL-10, IL-12, IL-17, IL-18, TNFα) и факторов 

апоптоза (NF-κB, Fas, Fas Ligand, Caspasa 3, Cas-

pasa 8) оценивали по мРНК посредством обратной 

транскрипции с последующей ПЦР со специфи-

ческими праймерами (ЗАО «Синтол»), вабранны-

ми с использованием программного обеспечения 

(htpp://medgen.ugent.be/rtprimerdb) с электрофоре-

тической детекцией продуктов реакций.

Концентрации IFNγ и IL-4 определяли в дина-

мике в культуральных жидкостях клеток HEp-2, 

инфицированных ВКЭ с помощью ИФА с ис-

пользованием наборов ЗАО «Вектор-Бест» (Ново-

сибирск). Продукцию Th1/Th2 цитокинов (IL-2, 

IL-4, IL-5, IL-10, IL-12(p70), IL-13, GM-CSF, IFNγ, 

TNFα) исследовали в культуральной жидкости 

клеток HEp-2 под действием вакцины против 

КЭ с помощью метода мультиплексного анализа 

с применением наборов фирмы Bio-Rad (США) 

на анализаторе «Bio-Plex 200» (Bio-Rad, США).

Статистический анализ проводили с исполь-

зованием t-критерия Стьюдента, как описано 

[9]. Различия показателей считали статистиче-

ски значимыми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
При инфекции ВКЭ профили цитокинов от-

личаются от таковых в результате вакцинации 

из-за эндогенной презентации вирусных анти-

генов и индукции Th1-пути преимущественно 

клеточного иммунитета. Известно, что на раз-

ных этапах инфекции ВКЭ у людей [2, 6, 15–17] 

и в экспериментах in vivo [19, 20] и in vitro [10, 18, 

21, 24] синтез IFNα и IL-18 ингибируется и ак-

тивируется продукция IL-1, IL-4, IL-6, IL-8. 

При этом отмечено, что синтез IFNγ, IL-2, IL-12, 

TNFα — цитокинов, обуславливающих Th1-тип 

иммунного ответа, и IL-10, участвующего в об-

разовании антител в ответ на вирус, может изме-

няться разнонаправленно в зависимости от ста-

дии и клинической формы заболевания [3].

После заражения клеток НЕр-2 штаммами 

ВКЭ дальневосточного (штамм Софьин) и си-

бирского (штамм Айна 1448) генетических типов, 

доминирующих в эндемичных областях России, 

значительного цитопатического действия не об-

наружено [26], поэтому для детекции персистент-

ной вирусной инфекции использовали методы 

иммуноферментного анализа на антиген ВКЭ 

с использованием тест-системы «Векто-ВКЭ ан-

тиген» производства ЗАО «Вектор-Бест» (Ново-

сибирск) и обратной транскрипции с последую-

щей ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной 

детекцией продуктов в реальном времени [11].

Через 3–11 дней после инфицирования об-

наружены РНК ВКЭ с пороговыми циклами 

в диапазоне от 23,76 до 46,23, что соответство-

вало 1–105 геном-эквивалентов в реакционных 

смесях или 10–4-10–1 вирионов на клетку, а так-

же вирусный антиген с оптической плотностью 

при 450 нм от 0,397 до 0,527, что в соответствии 

с калибровочным графиком [13] соответствовал 

1–2 нг/мл антигена Е ВКЭ. Принимая во вни-

мание молекулярную массу гликопротеина Е 

ВКЭ около 60 kDa и количество 90 копий диме-

ра Е в каждом вирионе можно оценить количе-

ства до 1010 молекул антигена или до 5,6 × 107 ви-

рионов в 1 мл культуральной жидкости. Таким 

образом, совпадающие количественные оценки 

вирусных нагрузок при персистентной инфек-

ции клеток HEp-2 разными штаммами ВКЭ 

на основании ОТ-количественной ПЦР в ре-

альном времени и иммуноферментного анализа 

свидетельствовали о низкой множественности 

инфекции менее 1 вириона на клетку. Извест-

но, что одна из стратегий вирусной инфекции 

состоит в снижении экспрессии вирусных ге-

нов и выхода внеклеточных вирионов [14]. При-

мером может служить персистентная инфек-

ция клеток HEp-2 ВКЭ, для которой характерно 

присутствие 1 LD50 ВКЭ, связанного с клетка-

ми, на 100 клеток, содержащих антиген [26], что 

соответствовало нашим количественным оцен-

кам вирусных нагрузок посредством ОТ-ПЦР 

в реальном времени и ИФА на антиген.

В первые 3 дня инфекции наблюдали акти-

вацию экспрессии генов интерферонов I типа 

IFNα и IFN III типа IFNλ1 (табл. 1), обладаю-

щих антивирусной активностью [3, 4]. При этом 

только в результате инфекции штаммом Со-
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фьин ВКЭ экспрессию гена IFNλ1 обнаружива-

ли на протяжении 11 суток наблюдения, а вто-

рой пик экспрессии IFNα выявляли через 7–11 

дней. Пик активности транскрипции и про-

дукции IFNγ наблюдали в первые 4 суток ин-

фекции ВКЭ (штаммы Айна 1448 или Софьин). 

И только штамм Айна 1448 ВКЭ вызывал по-

вторный пик активности этого цитокина на 11 

сутки наблюдения.

Таким образом, на начальном этапе инфек-

ции выявлена активация 3 типов интерферо-

нов: IFNα, но не IFNβ, IFNγ и IFNλ — схожего 

по своим свойствам с IFNα, что соответствует 

данным для других вирусных инфекций [5]. Да-

лее на 7–11 сутки заражения при воздействии 

ВКЭ штамма Софьин клетки HEp-2 продуци-

ровали IFN I–III типов, а ВКЭ штамм Айна 

1448 индуцировал в клетках IFN II типа.

На протяжении 11 дней инфекции ВКЭ выяв-

лена транскрипция генов IL-2, IL-8, IL-10, IL-12, 

TNFα, необходимых для регулировки Th1/Th2 

баланса и участвующих в дифференцировке Th1 

и Treg лимфоцитов, а также макрофагов. Актив-

ная транскрипция IL-1β под действием Айна 1448 

отмечена на 4 и 11 дни, а под действием Софьин — 

чуть раньше: в первые 3 суток и на 7 день.

Отмечено, что при инфекции как штаммом 

Айна 1448, так и Софьин, активация экспрес-

сии гена IL-4, принимающего участие в образо-

вании специфических антител, была выявлена 

с 2 по 7 дни, а увеличение синтеза белка этого 

цитокина — к 11 дню наблюдения, что пока-

зывает динамику дифференцировки клеток 

по Th2-типу.

Исследование влияния вакцины против 

КЭ ФГУП ПИПВЭ им. М.П. Чумакова РАМН 

на синтез цитокинов и факторов апоптоза 

в клетках HEp-2 показало (табл. 1), что в при-

сутствии инактивированной вакцины, как 

и в процессе вирусной инфекции, в первые 

2 суток происходила активация транскрипции 

генов цитокинов IFNα, IFNλ1, IL-10, а также 

продукцию GM-CSF (p > 0,01) при отсутствии 

детектируемых изменений других цитокинов 

(IFNβ, IFNλ2 и IFNλ3, IL-5, IL-6, IL-13, IL-17, 

IL-18) и факторов апоптоза в течение всего сро-

ка наблюдения. При этом под действием вак-

цины была отмечена тенденция к активации 

транскрипции IL-4 до 66,67±9,83% (p > 0,05). 

Однако продукция этого цитокина, как и IFNγ, 

оставалась на уровне контрольных значений 

то есть активация синтеза IL-4 блокировалась 

на посттранскрипционном уровне. В отличие 

от вируса, в течение первых 3 суток вакцина вы-

зывала в клетках ингибирование экспрессии 

генов IFNγ (р < 0,001), IL-1β, IL-2, IL-8, IL-12, 

TNFα, но продукция этих цитокинов не изме-

нялась и регистрировалась на уровне контроля, 

ТАБЛИЦА 1. ИЗМЕНЕНИЕ СИНТЕЗА РЕГУЛЯТОРНЫХ ЦИТОКИНОВ В КЛЕТКАХ НЕр-2 ПРИ ИНФЕКЦИИ 

ВКЭ ШТАММЫ СОФЬИН, АЙНА 1448 И В ПРИСУТСТВИИ ВАКЦИНЫ ПРОТИВ КЭ

Изменение синтеза цитокинов в опыте по отношению к контролю in vitro (%±m%) Литературные данные 

(in vitro, in vivo, 

у больных КЭ) [5–16]
Цитокины

Вакцина (на основе 

штамма Софьин ВКЭ)
ВКЭ (штамм Софьин) ВКЭ (штамм Айна 1448)

IFNα (10,5±4,09; р > 0,05)
активация

(57,14±18,44; р < 0,05)*
активация

(42,85±20,2; р > 0,05)
активация

ингибирование

IFNλ1
(26,67±9,83; р > 0,05)

активация
(57,14±14,29; р < 0,05)*

активация
(42,86±18,44; р > 0,05)

активация
нет данных

IFNγ (41,67±1,5; р < 0,001)*
ингибирование/N

(28,57±10,2; р > 0,05)
ингибирование/активация

(42,86±18,44; р > 0,05)
ингибирование/активация

ингибирование/
активация

IL-2
(41,67±10,28; р < 0,001)*

ингибирование
(57,14±14,29; р < 0,05)*

активация
(71,43±4,09; р > 0,01)*

активация
ингибирование/

активация

IL-12
(58,33±10,28; р > 0,05)

ингибирование
(28,6±20,2; р > 0,05)

активация
(71,43±4,09; р > 0,01)*

активация
ингибирование/

активация

TNFα (10,5±4,09; р > 0,05)
ингибирование

(57,14±18,44; р < 0,05)*
активация

(85,71±0,9; р < 0,001)*
активация

ингибирование/
активация

IL-18 (6,67±1,83; р > 0,05), N (7,43±4,44; р > 0,05), N (7,43±4,44; р > 0,05), N ингибирование

IL-4
(26,67±9,83; р > 0,05)

активация
(51,43±18,44; р > 0,05)

активация
(65,71±14,29; р > 0,05)

активация
активация

IL-6 (7,5±1,1; р > 0,05), N (2,86±0,2; р > 0,05), N (2,86±0,2; р > 0,05), N активация

IL-10
(34,17±10,39; р > 0,05)

активация/N
(51,43±18,44; р < 0,05)*

активация
(85,71±0,9; р < 0,001)*

активация
активация/N

IL-1β (33,33±9,83; р > 0,05)
ингибирование

(71,43±18,44; р < 0,01)*
активация

(28,57±18,44; р > 0,05)
активация

активация

IL-8
(8,33±1,28; р > 0,05)

ингибирование
(51,43±18,44; р < 0,05)*

активация
(85,71±0,9; р < 0,001)*

активация
активация

Примечание: N — соответствует контрольной группе (клетки без ВКЭ и без вакцины); * — достоверные изменения 
(р < 0,001/ р < 0,05).
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что было обнаружено и рядом других авторов 

[1, 25]. Таким образом, в присутствии вакцины 

против КЭ ФГУП ПИПВЭ им. М.П. Чумако-

ва РАМН показана активация транскрипции 

мРНК IL-4, IL-10, участвующих в условиях ор-

ганизма в процессе выработки антител.

Показано, что исследуемая вакцина против 

КЭ не была токсична для клеток HEp-2 во всех 

исследованных концентрациях (цельная, 1:10, 

1:32, 1:100, 1:320) (табл. 2).

Известно, что одной из причин нарушения 

существующего в норме баланса Th1- и Th2-

лимфоцитов может являться нарушение реали-

зации программы гибели иммунных клеток [22, 

23]. Показано, что вакцина против КЭ не влияла 

на транскрипцию ряда факторов апоптоза. От-

мечено, что при экспериментальной инфекции, 

вызванной ВКЭ (штамм Айна 1448 и штамм Со-

фьин), был повышен FAS — один из основных 

факторов, вызывающих апоптоз. При этом по-

казано, что количество выработанного IFNγ 

преобладало над уровнем IL-4 под действием 

ВКЭ Софьин и Айна 1448 в 3,5 и в 2,9 раза соот-

ветственно. Это доказывает, что баланс Th1/Th2 

цитокинов под действием вирусной инфекции, 

смещался в сторону Th1 на посттранскрипци-

онном уровне. По литературным данным из-

вестно, что на ранней стадии инфекции ВКЭ 

активирует транскрипцию цитокинов, обуслав-

ливающих Th1 тип иммунного ответа в услови-

ях организма [7], а при экзогенной презентации 

антигенов инактивированных вакцин показана 

индукция Th2 пути [13].

Заключение
Таким образом, при инфекции культу-

ры клеток человека ВКЭ выявлена активация 

транскрипции генов IFNα, IFNγ, IFNλ1, IL-1β, 

IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12 и TNFα. При этом 

изменений экспрессии генов ряда цитокинов 

(IFNβ, IFNλ2 и IFNλ3, IL-6, IL-17, IL-18) не об-

наружено в течение всего срока наблюдений. 

В присутствии инактивированной вакцины 

происходила активация транскрипции генов 

цитокинов IFNα, IFNλ1, IL-4, IL-10, а также 

продукцию GM-CSF. Впервые показано уча-

стие IFN III типа (IFNλ1) при инфекции ВКЭ 

и в присутствии вакцины против КЭ. Получе-

ны доказательства различия в динамике синте-

за цитокинов IL-2, IL-8, IL-10, IL-12, TNFα при 

инфекциях, вызванных разными штаммами 

ВКЭ, а также при действии инактивированной 

вакцины против КЭ.

ТАБЛИЦА 2. ЦИТОТОКСИЧЕСКИЙ ТЕСТ 

ВАКЦИНЫ КЛЕЩЕВОГО ЭНЦЕФАЛИТА ФГУП 

ПИПВЭ им. М.П. ЧУМАКОВА РАМН НА КЛЕТКАХ 

HEp-2 МТТ-МЕТОДОМ

Разведения 

вакцины

Среднее значение оптической 

плотности при длине волны 

450 нм (±m стандартная ошибка)

Цельная вакцина 0,62±0,04

1:10 0,82±0,19

1:32 0,85±0,04

1:100 0,99±0,05

1:320 1,17±0,12

Контроль клеток 0,68±0,02
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Abstract. Tick-borne encephalitis (TBE) is severe neuroinfectious disease with involvement of immune mechanisms 

in pathogenesis. Comparative analysis of synthesis of key cytokines had been performed for the TBE virus (TBEV) in-

fected cells and in the presence of inactivated vaccine against TBE in vitro. Persistent TBEV infection of immortal tissue 

culture of human larynx cancer cells caused transcription activation of interferons IFNα, IFNγ, IFNλ1, interleukins 

IL-1β, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12, tumour necrosis factor TNFα as well as one of apoptosis factors Fas. Comparison 

of transcription and production of cytokines revealed that the TBEV infection resulted in posttranscription Th1 shift 

of cytokine response. In the presence of inactivated vaccine against TBE based on the same strain Sofjin of the TBEV 

activation of transcription of cytokines IFNα, IFNλ1, IL-4, IL-10 was also observed as after the TBEV infection that 

together with an additional stimulation of GM-CSF production might serve as an evidence of Th2 response. Involvement 

of IFNIII type (IFNλ1) both during persistent infection and after addition of inactivated vaccines was found in the first 

time. Differences in dynamics of cytokines IL-2, IL-8, IL-10, IL-12, TNFα response during the TBEV infection and 

in the presence of inactivated vaccine are described.
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