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Введение. Возникающие в последнее десятилетие вспышки болезни, вызываемой вирусом Эбола (ВЭ) 
(БВВЭ), определяют необходимость изучения патогенеза этой нозологической формы, формирования 
специфического иммунитета, а также создания эффективных средств профилактики и лечения. Все звенья 
борьбы с распространением заболевания невозможны без экспериментального моделирования инфекции 
на чувствительных к ней лабораторных животных, которыми для БВВЭ являются макаки резусы.
Цель исследования – оценка клеточного иммунитета макаков резусов методом проточной цитометрии (ци-
тофлуориметрии) (ПЦ) после экспериментального инфицирования ВЭ.
Материал и методы. Самцов макаков резусов внутримышечно инфицировали ВЭ, штамм Заир, в дозе  
15 LD50 (доза возбудителя, вызывающая гибель 50% инфицированных животных). С использованием мето-
да ПЦ определены уровни 18 популяций/субпопуляций лимфоцитов периферической крови животных до 
экспериментального инфицирования возбудителем и в терминальной стадии заболевания.
Результаты и обсуждение. Выявлено достоверное изменение после инфицирования уровня популяций/
субпопуляций лимфоцитов, указывающее на сочетание активации и супрессии иммунной системы при 
БВВЭ. Увеличение содержания отмечено для Т-лимфоцитов, Т-хелперов и цитотоксических Т-лимфоци-
тов, экспрессирующих соответствующие маркёры ранней активации. Снижение количества показано для 
Т-лимфоцитов и дубль-позитивных Т-лимфоцитов с экспрессией соответствующих маркёров поздней ак-
тивации, а также натуральных киллеров, экспрессирующих CD8 (статистическая значимость оценивалась 
величиной р < 0,05).
Заключение. Впервые в Российской Федерации методом ПЦ проведено сравнение характеристик клеточ-
ного иммунитета макаков резусов до и после экспериментального инфицирования ВЭ. Информация по 
динамике изменений популяций лимфоцитов может иметь диагностическую значимость в ходе изучения 
патологического процесса при инфицировании данным возбудителем, контроле эффективности терапии, 
прогнозе возникновения и течения заболевания, а также его исхода.
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Introduction. The outbreaks of the Zaire ebolavirus (ZE) disease (ZED) that have arisen in the last decade 
determine the need to study the infection pathogenesis, the formation of specific immunity forming as well as the 
development of effective preventive and therapeutic means. All stages of fight against the ZED spread require the 
experimental infection in sensitive laboratory animals, which are rhesus monkeys in case of this disease .
The aim of the study is to evaluate the rhesus monkey cellular immunity following the ZE experimental infection by 
the means of flow cytometry (cytofluorimetry).
Material and methods. Male rhesus monkeys were intramuscularly infected by the dose of 15 LD50 (dose of 
the pathogen that causes 50% mortality of infected animals) of the ZE, the Zaire strain (ZEBOV). Levels of 18 
peripheral blood lymphocyte populations of the animals before the ZE experimental infection and at the terminal 
stage of the disease were assessed using flow cytometry.
Results and discussion. The certain changes in the levels of the lymphocyte populations were observed following 
infection, indicating simultaneous activation and suppression of the immune system during ZED. The increase in 
content was observed for T-lymphocytes, T-helper and cytotoxic T-lymphocytes expressing the corresponding 
markers of early activation. The decrease was recorded for T-lymphocytes and double-positive T-lymphocytes 
expressing corresponding markers of late activation, as well as natural killer cells expressing CD8 (p < 0.05).
Conclusion. For the first time in the Russian Federation, the rhesus monkey cellular immunity before and after the 
ZE experimental infection was assessed using flow cytometry. 
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Введение
Вспышки болезни, вызываемой вирусом Эбола (ВЭ) 

(Filoviridae; Ebolavirus: Zaire ebolavirus) (БВВЭ), возни-
кающие в последнее десятилетие [1], определяют необ-
ходимость изучения патогенеза данной нозологической 
формы, формирования специфического иммунитета, 
а также разработки действенных средств профилактики 
и лечения [2]. Одно из перспективных направлений в со-
временной инфекционной иммунологии – определение 
роли наиболее значимых поверхностных антигенов, экс-
прессируемых на иммунокомпетентных клетках, в реа-
лизации иммунного ответа при инфекционных заболе-
ваниях [3]. К настоящему времени доказано, что именно 
клеточный иммунитет играет ключевую роль в патоге-
незе БВВЭ и формировании протективной иммунной 
защиты по отношению к ВЭ [4–7]. Для создания эф-
фективных медицинских средств необходимым этапом 
является экспериментальное моделирование инфекции 
на чувствительных к ней лабораторных животных, ко-
торыми для БВВЭ являются низшие приматы (Primates: 
Strepsirrhini), в т.ч. макаки резусы (Macaca mulatta, Ma-
caca rhesus). [8]. В связи с этим оценка клеточного им-
мунитета представителей этого вида с использованием 
метода проточной цитометрии (ПЦ) после эксперимен-
тального инфицирования ВЭ представляет собой в на-
стоящее время актуальную задачу.

В процессе изучения характеристик Т-клеточного 
иммунного ответа на внедрение инфекционного аген-
та у человека в дополнение к оценке основных попу-
ляций лимфоцитов [9] определяется также экспрессия 
маркёров ранней (CD25) и поздней активации (анти-
гены главного комплекса гистосовместимости (major 

histocompatibility complex, MHC) II класса HLA-DR) 
на субпопуляциях Т-лимфоцитов [10]. При иссле-
довании крови инфицированных ВЭ обезьян ввиду 
схожести кроветворной и иммунной систем человека 
и макака резуса [11], а также с учётом возможностей 
приборно-реагентной базы можно придерживаться 
этого же перечня.

Целью настоящей работы являлась оценка методом 
(ПЦ) клеточного иммунитета макаков резусов после 
экспериментального инфицирования ВЭ.

Материал и методы
Животные. В опытах использовали 6 здоровых 

самцов макаков резусов в возрасте 2,0–2,5 года мас-
сой 2,5–3,0 кг, доставленных из питомника Адлерско-
го приматологического центра (г. Сочи) и прошедших 
месячную акклиматизацию с ежедневным измере-
нием ректальной температуры, осмотром кожных 
покровов и слизистых оболочек. Эксперименты на 
животных проводили в соответствии с ГОСТ 33218-
2014 (Руководство по содержанию и уходу за лабо-
раторными животными. Правила содержания и ухода 
за нечеловекообразными приматами) и Федеральным 
законом РФ «Об ответственном обращении с живот-
ными» (N 498-ФЗ от 27.12.2018).

Авторы подтверждают соблюдение институцио-
нальных и национальных стандартов по использова-
нию лабораторных животных в соответствии с «Con-
sensus Author Guidelines for Animal Use» (IAVES, 23 Ju-
ly 2010). Протокол исследования одобрен Этическим 
комитетом ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России 
(Протокол № 2 от 29.05.2020 г.).
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Вирус. Культура ВЭ, штамм Заир, прошедше-
го 4 пассажа через печень павианов гамадрилов 
(Papio hamadryas), с биологической активностью 2,1 
× 105 lg БОЕ/мл (БОЕ – бляшкообразующая едини-
ца), 3,0 × 107 LD50/мл (LD50 – доза возбудителя, вызы-
вающая гибель 50% инфицированных животных), по-
лучена из Специализированной коллекции эталонных 
культур штаммов вирусов – возбудителей геморраги-
ческих лихорадок I группы патогенности, депониро-
ванной в коллекции ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны 
России. Работы с вирусом проводили в соответствии 
с требованиями Санитарно-эпидемиологических пра-
вил СП 1.3.3118-13 «Безопасность работы с микроор-
ганизмами I–II групп патогенности (опасности)».

Обезьян инфицировали внутримышечно в до-
зе 15 LD50. Для сбора образцов крови животных ане-
стезировали путём внутримышечного введения золе-
тила (тилетамина гидрохлорид и золазепама гидрох-
лорид) из расчёта 4–6 мг препарата на 1 кг массы тела. 
Биологическую активность возбудителя в пробах 
крови определяли титрованием на культуре клеток 
GMK-АН-1(Д) по методу негативных колоний [12].

После введения инфекционного агента, начиная 
с 3–5 сут, у обезьян развивалась типичная картина 
БВВЭ, проявлявшаяся геморрагической сыпью, кро-
вотечениями, отказом от пищи, снижением двига-
тельной активности. Гибель наступала на 7–10 сут 
после инфицирования.

Проточно-цитометрический анализ
С целью выявления популяций лимфоцитов перифе-

рической крови обезьян применяли 3 панели конъю-
гированных с флуорохромами мышиных античелове-
ческих моноклональных антител (МКАТ), перекрёст-
но реагирующих с антигенами лимфоцитов макаков 
резусов: CD16-FITC/CD19-PE/CD3-PE-Cy7, CD25-
FITC/CD4-PE/HLA-DR-ECD/CD8-PC5/ CD3-PE-Cy7 
и CD25-FITC/CD4-PE/CD127-PE-Cy5/CD3-PE-Cy7.

Поскольку процедура иммунофенотипирования 
лимфоцитов обезьян идентична используемой для 
человека [13], составление цитометрических панелей 
и настраивание протоколов анализа проводили в со-
ответствии со стандартизованной технологией [14] 
и принципами формирования панелей для многоцвет-
ных цитофлуориметрических исследований [15].

Использовали следующие МКАТ, входящие в со-
став цитометрических панелей: Affymetrix eBiosci-
ence («ThermoFisher Scientific», США) (CD25-FITC, 
кат. № 11-0257; CD4-PE, кат. № 12-0048; CD127-
PE-Cy5, кат. № 15-1278); Beckman Coulter (США) 
(CD8-PC5, кат. № A07758; HLA-DR-ECD, кат. № 
IM3636); Becton Dickinson (CША) (CD3-PE-Cy7, кат. 
№ 557749); Novus (США) (CD19-PE, кат. № 6602868); 
Serotec (США) (CD16-FITC, кат. № МСА1569F). Ра-
бочие объёмы МКАТ определяли путём титрования, 
рассчитывая для каждого разведения индекс окраши-
вания (stain index) [16]. При использовании антител 
против маркёров CD25, CD127 и HLA-DR для настра-
ивания протоколов анализа применяли соответствую-
щие изотипические контроли Affymetrix eBioscience 

(IgG2b-FITC, кат. № 11-4732; IgG1-PE-Cy5, кат. № 15-
4714) и Beckman Coulter (IgG1-ЕСD, кат. № А07797). 
Корректность компенсации проверяли с использова-
нием FMO-подхода (Fluorescence-Мinus-Оne, флуо-
ресценция минус один) [17].

Для проточно-цитометрического анализа забор крови 
у животных проводили в «чистой» зоне за 1 сут до инфи-
цирования (с целью определения фоновых показателей) 
и в «заразной» зоне при заключительной (терминальной) 
стадии заболевания. Из пробирки с калиевой солью эти-
лендиаминтетрауксусной кислоты (К3-ЭДТА) отбирали 
по 50 мкл крови в 3 цитометрические пробирки с пред-
варительно внесёнными антителами. После 15-минут-
ной инкубации в темноте при комнатной температуре  
(18–24 °C) для лизиса эритроцитов и фиксации лейкоци-
тов в пробирки вносили реагент OptiLyse С («Beckman 
Coulter»), кат. № 11895, в объёме 250 мкл. Входящий 
в состав реагента формальдегид (CH2O) (1,5%) обе-
спечивал инактивацию вируссодержащего материала. 
Реакционную смесь повторно инкубировали в темно-
те при комнатной температуре 15 мин, затем добавля-
ли 250 мкл фосфатно-солевого буфера (PBS). Концен-
трация формальдегида в пробе на этой стадии составля-
ла 0,75%. Каждый этап внесения реагентов в пробирки 
сопровождали перемешиванием на лабораторной ме-
шалке типа вортекс в течение 1 с. После добавления бу-
фера пробирки на 1 ч помещали в передаточный шлюз 
для обработки аэрозолем 10% пероксида водорода 
(H2O2) из расчёта 10 мл на 1 м3 объëма камеры в целях 
безопасной передачи из «заразной» зоны в «чистую». 
Далее образцы дважды отмывали в PBS, центрифуги-
руя по 5 мин при 400 g, после чего клетки ресуспенди-
ровали для анализа в 200 мкл фиксирующего буфера, 
содержащего 0,1% формальдегида. Иммунофенотипи-
рование осуществляли на цитофлуориметре Cytomics 
FC 500 («Beckman Coulter»), оснащённом аргоновым 
лазером с длиной волны излучения 488 нм с программ-
ным обеспечением СХР, версия 2.3. В каждой пробе 
анализировали не менее 10 000 лимфоцитов.

Показатели анализировали с использованием по-
рядковых (непараметрических) статистических мето-
дов – критерия знаков и критерия Уайта средствами 
Microsoft Office Excel 2016. За уровень статистиче-
ской значимости принимали величину р < 0,05 [18].

Результаты
Поскольку в ряде случаев изменения уровней ос-

новных популяций лимфоцитов оказываются недоста-
точно информативными, дополнительно были иссле-
дованы малые популяции/субпопуляции лимфоцитов 
и пулы активированных клеток [10]. С использова-
нием 3 цитометрических панелей определены уров-
ни 18 популяций лимфоцитов периферической крови 
(в процентном выражении для соответствующих по-
пуляций/субпопуляций) у 6 макаков резусов до экспе-
риментального инфицирования ВЭ и в терминальной 
стадии заболевания. Средние значения (Хср) содержа-
ния лимфоцитов для каждого животного до и после 
инфицирования рассчитаны по результатам 3 измере-
ний (табл. 1).



293293

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2021; 66(4)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-64

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Таблица 1. Средние значения уровней лимфоцитов до и после экспериментального инфицирования обезьян вирусом Эбола
Table 1. Average values of the lymphocytes counts before and after the experimental infection of monkeys with Zaire ebolavirus

Популяции и субпопуляции  
лимфоцитов (фенотип)

Populations and subpopulations  
of lymphocytes (phenotype)

Средние значения уровней лимфоцитов для обезьян №№ 1–6 до и после инфицирования (Xср)*
Average values of the lymphocytes counts before and after infection of monkeys Nos. 1–6 (Xaverage)* 
№ 1 № 2 № 3  № 4 № 5 № 6

до
before 

после 
after

до
before

после
after

до
before

после
after

до
before

после
after

до
before

после
after

до
before

после
after

Т-лимфоциты общие (СD3+CD19−)1

T-lymphocytes, total (СD3+CD19−)1
61,7 61,9 52,6 51,1 67,7 45,5 57,7 43,8 68,8 35,4 63,1 58,5

В-лимфоциты общиe (СD3−CD19+)1

B-lymphocytes, total (СD3−CD19+)1
21,2 27,0 40,4 34,6 27,0 33,7 20,9 13,4 10,4 5,8 26,1 22,2

Натуральные киллеры (СD3−CD16+)1

Natural killer cells (СD3−CD16+)1
13,5 0,6 5,4 0,6 3,5 1,6 17,7 4,3 18,6 8,6 7,1 8,4

T-NK клетки (СD3+CD16+)1

T-NK cells (СD3+CD16+)1
2,2 0,2 0,1 0,3 2,0 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,0 0,2

Натуральные киллеры, экспрессирую-
щие CD8 (СD3−СD8+)1

Natural killer cells expressing CD8 
(СD3−СD8+)1

16,5 4,1 3,6 4,0 9,8 9,5 15,4 2,9 21,1 8,3 6,2 5,0

Т-хелперы (СD3+CD4+)2

T-helper cells (СD3+CD4+)2
33,6 57,0 50,4 45,0 46,5 39,4 54,3 41,9 43,3 49,0 53,1 41,4

Цитотоксические Т-лимфоциты 
(СD3+CD8+)2

Cytotoxic T-lymphocytes (СD3+CD8+)2

60,2 37,0 42,8 44,1 42,9 50,4 39,5 46,3 52,9 44,7 37,6 47,1

Дубль-позитивные Т-лимфоциты 
(СD3+CD4+CD8+)2

Double-positive T-lymphocytes 
(СD3+CD4+CD8+)2

3,3 2,7 2,0 2,3 6,9 4,5 2,1 1,4 2,8 4,0 6,8 9,7

Дубль-негативные Т-лимфоциты 
(СD3+CD4−CD8−)2

Double-negative T-lymphocytes 
(СD3+CD4−CD8−)2

2,4 3,2 4,2 8,3 3,1 5,5 3,4 10,3 1,0 2,4 2,0 1,7

Т-лимфоциты, экспрессирующие мар-
кёр ранней активации (СD3+CD25+)2

T-lymphocytes expressing the early acti-
vation marker (СD3+CD25+)2

2,3 6,4 3,1 4,1 2,6 6,9 5,2 7,7 3,4 6,9 6,7 7,7

Т-хелперы, экспрессирую-
щие маркёр ранней активации 
(СD3+CD4+CD25+HLA-DR−)3

T-helper cells expressing the early acti-
vation marker (СD3+CD4+CD25+HLA-
DR−)3

4,7 8,9 3,9 9,6 4,2 8,5 6,6 17,2 5,1 9,3 7,8 10,9

Т-регуляторные клетки 
(СD3+CD4+CD25+CD127−)3

T-regulatory cells 
(СD3+CD4+CD25+CD127−)3

3,7 6,9 5,3 6,7 4,0 7,5 5,0 10,8 3,7 6,1 8,1 7,5

Цитотоксические Т-лимфоциты, экс-
прессирующие маркёр ранней актива-
ции (СD3+CD8+CD25+HLA-DR−)4

Cytotoxic T-lymphocytes express-
ing the early activation marker 
(СD3+CD8+CD25+HLA-DR−)4

0,1 2,8 0,2 1,5 0,1 0,9 0,2 3,4 0,1 1,5 0,4 0,6

Дубль-позитивные Т-лимфоциты, экс-
прессирующие маркёр ранней активации 
(СD3+CD4+CD8+CD25+HLA-DR−)5

Double-positive T-lymphocytes ex-
pressing the early activation marker 
(СD3+CD4+CD8+CD25+HLA-DR−)5

2,4 24,6 8,7 30,8 1,6 5,0 15,0 44,2 7,7 15,0 8,0 6,3

Дубль-негативные Т-лимфоциты,  
экспрессирующие маркёр ранней  
активации (СD3+CD4−CD8−CD25+ 
HLA-DR−)6

Double-negative T-lymphocytes ex-
pressing the early activation marker 
(СD3+CD4−CD8−CD25+HLA-DR−)6

1,0 1,1 0,2 0,3 0,1 0,3 0,4 4,3 1,9 5,7 1,6 3,2

Продолжение табл. 1 см. на стр. 293.



294294

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2021; 66(4)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-64

ORIGINAL RESEARCH

Популяции и субпопуляции  
лимфоцитов (фенотип)

Populations and subpopulations  
of lymphocytes (phenotype)

Средние значения уровней лимфоцитов для обезьян №№ 1–6 до и после инфицирования (Xср)*
Average values of the lymphocytes counts before and after infection of monkeys Nos. 1–6 (Xaverage)* 
№ 1 № 2 № 3  № 4 № 5 № 6

до
before 

после 
after

до
before

после
after

до
before

после
after

до
before

после
after

до
before

после
after

до
before

после
after

Т-лимфоциты, экспрессирующие маркёр 
поздней активации (СD3+HLA-DR+)2

T-lymphocytes expressing the late activa-
tion marker (СD3+HLA-DR+)2

8,1 0,4 3,6 1,0 2,2 0,5 2,1 1,0 1,2 0,1 5,7 0,8

Т-хелперы, экспрессирующие маркёр 
поздней активации (СD3+CD4+CD25−
HLA-DR+)3

T-helper cells expressing the late activa-
tion marker (СD3+CD4+CD25−HLA-
DR+)3

5,9 0,1 9,5 0,2 4,8 0,1 3,1 0,5 6,1 3,5 16,9 10,7

Цитотоксические Т-лимфоциты, экс-
прессирующие маркёр поздней актива-
ции (СD3+CD8+CD25−HLA-DR+)4

Cytotoxic T-lymphocytes expressing the 
late activation marker (СD3+CD8+CD25−
HLA-DR+)4

5,1 5,2 7,7 3,5 13,9 5,9 1,8 0,4 5,4 6,4 9,2 2,1

Дубль-позитивные Т-лимфоциты, 
экспрессирующие маркёр поздней 
активации (СD3+CD4+CD8+CD25−
HLA-DR+)5

Double-positive T-lymphocytes ex-
pressing the late activation marker 
(СD3+CD4+CD8+CD25−HLA-DR+)5

6,8 0,5 5,9 4,4 2,2 0,5 3,2 0,2 2,7 0,1 8,7 0,6

Дубль-негативные Т-лимфоциты, 
экспрессирующие маркёр поздней 
активации (СD3+CD4−CD8−CD25−
HLA-DR+)6

Double-negative T-lymphocytes ex-
pressing the late activation marker 
(СD3+CD4−CD8−CD25−HLA-DR+)6

30,1 24,1 9,6 7,1 12,9 6,5 6,1 2,9 3,5 1,6 22,1 29,1

Время жизни после инфицирования  
до гибели, сут
Life time after infection until death, days

9 9 7 7 8 10 

Активность возбудителя в пробах кро-
ви, lg БОЕ/мл
Activity of the pathogen in blood samples, 
lg PFU/ml

7,2 6,7 7,8 7,1 7,3 6,9

Примечание.  ⃰ Средние значения (Хср) уровня лимфоцитов для каждого животного до и после инфицирования рассчитывали по результатам 
3 измерений. Данные представлены в виде процентов от общего количества: 1 – лимфоцитов, 2 − Т-лимфоцитов, 3 – Т-хелперов, 4 − цито-
токсических Т-лимфоцитов, 5 – дубль-позитивных Т-лимфоцитов, 6 − дубль-негативных Т-лимфоцитов; БОЕ – бляшкообразующая единица.
Note. *Average values (Хаverage) of the lymphocytes counts before and after the infection calculated after three measurement results for every animal. 
Data are shown as percentage of the total amount: 1, lymphocytes; 2, T-lymphocytes; 3, T-helpers; 4, cytotoxic T-lymphocytes; 5, double-positive 
T-lymphocytes; 6, double-negative T-lymphocytes; PFU, plaque-forming units.

Продолжение табл. 1.

Значительная вариабельность исследуемых пока-
зателей и малочисленность выборки не позволили 
использовать методы параметрической статистики, 
поэтому статистическую обработку результатов экс-
перимента провели с использованием порядковых 
(непараметрических) статистических методов – кри-
терия знаков и критерия Уайта (табл. 2) [18].

У каждого из 6 животных (№№ 1–6) после инфици-
рования выявлено уменьшение уровней следующих 
популяций/субпопуляций:

– Т-лимфоцитов, экспрессирующих маркёр позд-
ней активации;

– Т-хелперов, экспрессирующих маркёр поздней 
активации;

– дубль-позитивных Т-лимфоцитов, экспрессирую-
щих маркёр поздней активации;

– натуральных киллеров (NK), экспрессирующих 
CD8.

В противоположность этому отмечено повышение 
содержания:

– Т-лимфоцитов, экспрессирующих маркёр ранней 
активации;

– Т-хелперов, экспрессирующих маркёр ранней ак-
тивации;

– дубль-негативных Т-лимфоцитов, экспрессирую-
щих маркёр ранней активации;

– цитотоксических лимфоцитов, экспрессирующих 
маркёр ранней активации.

В соответствии с критерием знаков можно считать 
достоверным влияние инфицирования на изменение 
(рост или уменьшение) значений перечисленных по-
казателей (р < 0,05).
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Таблица 2. Статистические характеристики уровня лимфоцитов макаков резусов до и после экспериментального инфицирования 
вирусом Эбола
Table 2. Statistical characteristics of lymphocytes level of the rhesus monkeys before and after the Zaire ebolavirus experimental infection

Популяции и субпопуляции лимфоцитов (фенотип)
Populations and subpopulations  

of lymphocytes (phenotype)

Средние значения уровней лимфоцитов и их коэффициенты  
вариации в группе из 6 животных*

Average values of the lymphocytes counts and its variation coefficients 
in the group of 6 animals*

Различия показате-
лей по критерию**
Differences between 
indicators by test**

до инфицирования после инфицирования

Хср
Хaverage

Коэффициент вариации
The coefficient  

of variation

Хср
Хaverage

Коэффициент вариации
The coefficient  

of variation

знаков
signs

Уайта
White

Т-лимфоциты общие (СD3+CD19−)1

T-lymphocytes, total (СD3+CD19−)1
61,9 9,9 49,4 19,8 ─ ─

В-лимфоциты общиe (СD3−CD19+)1

B-lymphocytes, total (СD3−CD19+)1
24,3 40,3 22,8 50,0 ─ ─

Натуральные киллеры (СD3−CD16+)1

Natural killer cells (СD3−CD16+)1
11,0 59,1 4,0 92,5 ─ ─

T-NK клетки (СD3+CD16+)1

T-NK cells (СD3+CD16+)1
0,8 125,0 0,2 50,0 ─ ─

Натуральные киллеры, экспрессирующие CD8 (СD3−
СD8+)1

Natural killer cells expressing CD8 (СD3−СD8+)1

12,1 55,4 5,6 46,4 ↓ ─

Т-хелперы (СD3+CD4+)2

T-helper cells (СD3+CD4+)2
46,9 16,4 45,6 14,3 ─ ─

Цитотоксические Т-лимфоциты (СD3+CD8+)2

Cytotoxic T-lymphocytes (СD3+CD8+)2
46,0 18,9 44,9 10,0 ─ ─

Дубль-позитивные Т-лимфоциты (СD3+CD4+CD8+)2

Double-positive T-lymphocytes (СD3+CD4+CD8+)2
4,0 57,5 4,1 73,2 ─ ─

Дубль-негативные Т-лимфоциты (СD3+CD4−CD8−)2

Double-negative T-lymphocytes (СD3+CD4−CD8−)2
2,7 40,7 5,2 67,3 ─ ─

Т-лимфоциты, экспрессирующие маркёр ранней акти-
вации (СD3+CD25+)2

T-lymphocytes expressing the early activation marker 
(СD3+CD25+)2

3,9 43,6 6,6 19,7 ↑ ↑

Т-хелперы, экспрессирующие маркёр ранней 
активации (СD3+CD4+CD25+HLA-DR−)3

T-helper cells expressing the early activation marker 
(СD3+CD4+CD25+HLA-DR−)3

5,4 27,8 10,7 30,8 ↑ ↑

Т-регуляторные клетки (СD3+CD4+CD25+CD127−)3

T-regulatory cells (СD3+CD4+CD25+CD127−)3
5,0 34,0 7,6 22,4 ─ ─

Цитотоксические Т-лимфоциты, экспрессирующие 
маркёр ранней активации (СD3+CD8+CD25+HLA-
DR−)4

Cytotoxic T-lymphocytes expressing the early activation 
marker (СD3+CD8+CD25+HLA-DR−)4

0,2 50,0 1,8 61,1 ↑ ↑

Дубль-позитивные Т-лимфоциты, экс-
прессирующие маркёр ранней активации 
(СD3+CD4+CD8+CD25+HLA-DR−)5

Double-positive T-lymphocytes expressing the early acti-
vation marker (СD3+CD4+CD8+CD25+HLA-DR−)5

7,2 68,1 21,0 72,4 ─ ─

Дубль-негативные Т-лимфоциты, экспрессирующие 
маркёр ранней активации (СD3+CD4−CD8−CD25+ 
HLA-DR−)6

Double-negative T-lymphocytes expressing the early acti-
vation marker (СD3+CD4−CD8−CD25+HLA-DR−)6

0,9 88,9 2,5 92,0 ↑ ─

Т-лимфоциты, экспрессирующие маркёр поздней 
активации (СD3+HLA-DR+)2

T-lymphocytes expressing the late activation marker 
(СD3+HLA-DR+)2

3,8 68,4 0,6 66,7 ↓ ↓

Т-хелперы, экспрессирующие маркёр поздней актива-
ции (СD3+CD4+CD25−HLA-DR+)3

T-helper cells expressing the late activation marker 
(СD3+CD4+CD25−HLA-DR+)3

7,7 64,9 2,5 168,0 ↓ ─

Продолжение табл. 2 см. на стр. 296.
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Использование критерия Уайта выявило достовер-
ное снижение средних значений уровней Т-лимфоци-
тов и дубль-позитивных Т-лимфоцитов, экспрессиру-
ющих соответствующие маркёры поздней активации. 
Выявлен достоверный рост уровня Т-лимфоцитов, 
Т-хелперов и цитотоксических лимфоцитов с экспрес-
сией соответствующих маркёров ранней активации.

Для 5 популяций лимфоцитов выявлены достовер-
ные различия как по критерию знаков, так и по крите-
рию Уайта. К ним относятся:

– Т-лимфоциты, экспрессирующие маркёр ранней 
активации;

– Т-хелперы, экспрессирующие маркёр ранней ак-
тивации;

– цитотоксические лимфоциты, экспрессирующие 
маркёр ранней активации;

– Т-лимфоциты, экспрессирующие маркёр поздней 
активации;

– дубль-позитивные Т-лимфоциты, экспрессирую-
щие маркёр поздней активации (р < 0,05).

Указанный факт свидетельствует о выраженном 
количественном изменении показателей иммунного 
статуса моделей в результате инфицирования.

Обсуждение
В настоящее время ввиду отсутствия условий для 

проведения исследований при соответствующем 

Популяции и субпопуляции лимфоцитов (фенотип)
Populations and subpopulations  

of lymphocytes (phenotype)

Средние значения уровней лимфоцитов и их коэффициенты  
вариации в группе из 6 животных*

Average values of the lymphocytes counts and its variation coefficients 
in the group of 6 animals*

Различия показате-
лей по критерию**
Differences between 
indicators by test**

до инфицирования после инфицирования

Хср
Хaverage

Коэффициент вариации
The coefficient  

of variation

Хср
Хaverage

Коэффициент вариации
The coefficient  

of variation

знаков
signs

Уайта
White

Цитотоксические Т-лимфоциты, экспрессирующие 
маркёр поздней активации (СD3+CD8+CD25−HLA-
DR+)4

Cytotoxic T-lymphocytes expressing the late activation 
marker (СD3+CD8+CD25−HLA-DR+)4

7,2 56,9 3,9 59,0 ─ ─

Дубль-позитивные Т-лимфоциты, экспрессирующие 
маркёр поздней активации (СD3+CD4+CD8+CD25−
HLA-DR+)5

Double-positive T-lymphocytes expressing the late activa-
tion marker (СD3+CD4+CD8+CD25−HLA-DR+)5

4,9 53,1 1,1 154,5 ↓ ↓

Дубль-негативные Т-лимфоциты, экспрессирующие 
маркёр поздней активации (СD3+CD4−CD8−CD25−
HLA-DR+)6

Double-negative T-lymphocytes expressing the late acti-
vation marker (СD3+CD4−CD8−CD25−HLA-DR+)6

14,1 72,3 11,9 98,3 ─ ─

Примечание. *Средние значения (Хср) уровней лимфоцитов для каждого животного до и после инфицирования рассчитывали по результатам 
3 измерений. Данные представлены в виде процентов от общего количества: 1 – лимфоцитов, 2 − Т-лимфоцитов, 3 – Т-хелперов, 4 − цитоток-
сических Т-лимфоцитов, 5 – дубль-позитивных Т-лимфоцитов, 6 − дубль-негативных Т-лимфоцитов;
**↑ или ↓ – рост или снижение значения показателя после инфицирования; «–» – отсутствие различий между значениями показателя до  
и после инфицирования.
Note. *Average measures (Xaverage) of the lymphocytes levels before and after the infection calculated after three measurement results for every animal. 
Data are shown as percentage of the total amount: 1, lymphocytes; 2, T-lymphocytes; 3, T-helpers; 4, cytotoxic T-lymphocytes; 5, double-positive 
T-lymphocytes; 6, double-negative T-lymphocytes;
**↑, or ↓ mean the increase or decrease of the index value following the infection; «–» means the absence of differences between the index values 
before and after the infection.

Продолжение табл. 2.

уровне биологической защиты количество доступных 
публикаций, отражающих иммунный ответ на введе-
ние ВЭ (в особенности с применением метода ПЦ), 
весьма ограничено.

Высокий показатель летальности при БВВЭ указыва-
ет на то, что иммунная система во многих случаях не мо-
жет подавлять репликацию возбудителя. При изучении 
экспериментально вызванной ВЭ инфекции у яванских 
макаков (Macaca fascicularis) выявлен массовый лим-
фоцитарный апоптоз, проявляющийся снижением экс-
прессии маркёров CD4 и CD8 и увеличением экспрес-
сии апоптотического фактора CD95 на Т-клетках. Также 
отмечено уменьшение популяции CD8low-лимфоцитов, 
состоящих в основном из NK-клеток. В то же время ко-
личество CD20+ В-лимфоцитов за время болезни суще-
ственно не изменялось [19].

Пациенты, погибшие во время вспышки БВВЭ 
(штамм Судан) в Уганде в 2000 г., имели сниженный 
уровень общих (common) Т-лимфоцитов, а также 
CD8+ и активированных (HLA-DR+) CD8+ популяций 
Т-клеток, в то время как у переживших заболевание 
отмечены обратные показатели [20]. 

В результате изучения коллекции из 56 образцов кро-
ви 42 умерших и 14 выживших больных БВВЭ, получен-
ной во время 5 вспышек, произошедших с 1996 по 2003 г. 
в Габоне и Республике Конго, обнаружено, что леталь-
ный исход связан с аберрантными врождёнными иммун-
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ными ответами и с глобальным подавлением адаптивно-
го иммунитета. Отклонения во врождëнном иммунитете 
характеризовались цитокиновым штормом, гиперсекре-
цией многочисленных провоспалительных медиаторов 
и характерным отсутствием противовирусного интер-
ферона IFNα2. Иммуносупрессия заключалась в нали-
чии крайне низких уровней продуцируемых Т-лимфо-
цитами циркулирующих цитокинов и массивной потере 
периферических CD4+ и CD8+ лимфоцитов, вероятно, 
через Fas/FasL-опосредованный апоптоз, который про-
являлся увеличением экспрессии апоптотического фак-
тора CD95 на Т-клетках [4].

Далее, исследования клеточного и гуморального 
иммунного ответа 4 человек с установленным диа-
гнозом БВВЭ, проходивших лечение в госпитале при 
Университете Эмори (Атланта, Соединённые Шта-
ты Америки (США)), выявили повышенное количе-
ство плазмобластов и активированных CD4+ и CD8+ 
Т-клеток у всех пациентов по сравнению с неинфи-
цированным контингентом (30–60% CD8+ Т-лим-
фоцитов экспрессировали маркёры активации CD38 
и HLA-DR). На основании полученных данных сфор-
мулированы две модели, объясняющие неспособность 
иммунной системы контролировать ВЭ (EBOV) при 
летальных инфекциях. Модель 1 (EBOV-супрессия) 
отражает значительное подавление иммунных реак-
ций в результате инфицирования, что предотвращает 
развитие эффективного иммунного ответа макроорга-
низма. Сущностью модели 2 является предположение 
о том, что ключевыми для исхода инфекции являются 
время и кинетика репликации возбудителя и иммун-
ного ответа, поскольку последний, будучи поздним 
или незавершившимся, не способен подавлять репли-
кационный процесс, что ведёт к летальному исходу. 
Напротив, ранний иммунный ответ уменьшает репли-
кацию патогена и приводит к выздоровлению [21].

Опубликован отчёт об изучении методом ПЦ динами-
ки содержания лимфоцитов у выжившего после БВВЭ 
пациента, получавшего только поддерживающую тера-
пию. Образцы крови были отобраны на 37 и 46 сут по-
сле болезни. Доля активированных (CD8+CD38+HLA-
DR+) Т-клеток составила 68%, что существенно пре-
вышало аналогичные показатели контрольной группы, 
которые колебались в пределах 4–12%. Популяция 
регуляторных Т-клеток (CD4+CD25hiCD127low) была 
количественно сопоставима с таковой в контрольной 
группы. Таким образом, активация системы иммуни-
тета способствовала подавлению репликации возбуди-
теля и выздоровлению [5].

В исследованиях NK- и γδ2Т-клеток у 19 пациентов 
с БВВЭ независимо от клинического исхода зафикси-
ровано низкое содержание последних, которые массо-
во экспрессировали маркёр апоптоза CD95. У паци-
ентов с фатальной инфекцией отмечена меньшая доля 
NK-клеток по сравнению с выжившими [22].

Полученные в нашей работе результаты по анализу 
клеточного иммунитета макаков резусов после экспе-
риментального инфицирования ВЭ, представленные 
в табл. 1 и 2, практически полностью согласуются 
с опубликованными ранее сведениями и подтверждают 

сочетание активации и супрессии иммунной системы 
при БВВЭ [21]. Достоверное повышение в большин-
стве субпопуляций Т-лимфоцитов экспрессии CD25 
свидетельствует об активации системы иммунитета 
при воздействии ВЭ (EBOV). Увеличение у 5 из 6 осо-
бей уровня Т-регуляторных клеток также указывает на 
иммунологическую гиперактивность. Зарегистрирова-
но повышение содержания активированных цитоток-
сических лимфоцитов в 9 раз (против 2 раз для Т-хел-
перов), что подтверждает ведущую роль CD3+CD8+- 
лимфоцитов в противовирусном ответе [7].

Подтверждённые в выполненных экспериментах 
значимое уменьшение популяции экспрессирующих 
CD8 NK-клеток, обладающих литическими функци-
ями [23], а также снижение популяции натуральных 
киллеров у всех обезьян, кроме одной, указывает на 
подавление реакции врождённого иммунитета. Ре-
зультаты опытов позволяют также сделать вывод 
об иммуносупрессивном действии ВЭ, поскольку 
у 4 из 6 приматов произошло сокращение популяций 
Т- и В-лимфоцитов, а также Т-хелперов; кроме того, 
достоверно уменьшились популяции/субпопуляции 
лимфоцитов, экспрессирующих маркёры поздней ак-
тивации.

Заключение
В данной работе впервые в Российской Федерации 

проведена оценка клеточного иммунитета макаков 
резусов методом ПЦ после экспериментального инфи-
цирования ВЭ. Полученная информация по динамике 
изменений популяций и субпопуляций лимфоцитов 
может быть диагностически значимой при изучении 
патологического процесса при инфицировании виру-
сом Эбола, контроле эффективности терапии, прогнозе 
возникновения, течения и исхода заболевания.
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