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ИЗУЧЕНИЕ МЕХАНИЗМОВ СТИМУЛЯЦИИ ИММУННОГО 
ОТВЕТА ПРИ ВВЕДЕНИИ ВИРУСНЫХ АНТИГЕНОВ В 

СОЧЕТАНИИ С ТРИТЕРПЕНОВЫМ САПОНИНОМ 

Аннотация. Адъюванты - вещества, усиливающие иммунный ответ при вве-
дении антигена в организм. Изучение механизмов стимуляции иммунного 
ответа с использованием адъювантов позволяет не только лучше понять 
закономерности развития иммунного ответа при попадании в организм анти-
гена, но и имеет большое практическое значение, поскольку является базой 
для создания более эффективных вакцинных препаратов. В исследовании 
проведено изучение механизмов стимуляции иммунного ответа очищенным 
тритерпеновым сапонином из растения Saponaria officinalis при введении ви-
русного антигена. На модели экспрессии отдельных генов, ответственных 
за развитие воспалительных реакций (IL-1), врожденного (CXCL1, TNF) и 
адаптивного (IL10) иммунного ответа, показано, что изучаемый тритерпено-
вый сапонин как адъювант способен стимулировать все три звена иммунного 
ответа, начиная с воспалительных реакций с последующей стимуляцией, как 
врожденного, так и адаптивного иммунного ответа. 
Ключевые слова: иммунный ответ, экспрессия гена, иммуностимулятор. 

lYrnHAeMe. Адъюванттар организмге антигендi енпзу кезЫде иммунды; 
жауапты кушейтетш заттар болып табылады. Адъюванттарды колданудагы 
иммунды жауапты ынталандыру механизмы зерттеу, агзага антигеннщ 
енгеынде иммунды жауаптьщ бiркелкi дамуын жа;сы тусшуЫ гана емес, 
сонымен катар жа;сы эсерлi вакцинды препараттар жасаудагы негiзi 
болганды;тан улкен практикалы; манызы зор. Бул зерттеуде бiз вирусты; 
антиген енгiзiлгенде Saponaria officinalis еамдИнен алынган тазартылган 

Работа выполнена в рамках грантового проекта АР05130957 (0118РК00171) финанси-
руемого Министерством образования и науки Республики Казахстан. 
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тритерпен сапонинмен иммунды; жауаптын ынталандыру механизмдерi 
зерттелiндi. Кабыну реакцияларын (IL-1), туа бiткен (CXCL1, TNF) жэне 
адаптивт (IL10) иммунды; жауапты дамытуга жеке гендердщ экспрессиялы; 
моделЫе тритерпен сапонин адъювант ретiнде иммунды; жауаптын барлы; 
Yш б0лiгiн ынталандыруга кабiлеттi екенiн к0рсеттi, кабыну реакциясынан 
бастап кейiннен туа бiткен жэне адаптивт иммунды; жауаптын 
ынталандыруына дейЫ. 
ТYЙiндi сездер: иммунды; жауап, гендердщ экспрессиясы, иммунды ынта-
ландырушы. 

Abstract. Adjuvants are substances that stimulate the immune response after 
introduction of an antigen into the organism. Studying the mechanisms of immune 
response stimulation with the use of adjuvants allows not only to better understand 
the patterns of development of the immune response upon ingestion of an antigen, 
but also has great practical importance, since it is the basis for the creation of 
more effective vaccine preparations. During the study, it was learned the mecha-
nisms of stimulation of the immune response by purified triterpene saponin from 
the Saponaria officinalis plant with the introduction of a viral antigen. On the model 
of expression of some genes responsible for the development of inflammatory re-
actions (IL-1), innate (CXCL1, TNF) and adaptive (IL10) immune response, it was 
shown that the triterpene saponin as an adjuvant can stimulate all three immune 
response elements, with inflammatory reactions followed by stimulation, both in-
nate and adaptive immune response. 

Ведение. В настоящее время известно более 500 вирусов, па-
тогенных для человека. По оценкам экспертов ВОЗ вирусные инфек-
ции являются одной из основных причин смертности среди людей и 
животных, вызывая до 80% инфекционной заболеваемости [1]. Эко-
номический ущерб от вирусных инфекций ежегодно составляет мил-
лиарды долларов. 

Репродукция вирусов, как правило, сопровождается поражением 
различных органов и систем, вызывая независимо от типа вирусной 
инфекции в организме-хозяине иммунодефицитное состояние с пода-
влением специфического и неспецифического клеточного и гумораль-
ного иммунитета. Иммунодепрессивное влияние вирусных инфекций 
приводит к хронизации процесса и развитию тяжелых осложнений. 
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Изучение механизмов вирусиндуцированного иммунитета при-
вело к пониманию того, что это - комплекс сложных взаимодействий, 
включающий: 

- активацию врожденного неспецифического антигена с помо-
щью TLR-рецепторов; 

- переработку и представление антигена в иммуногенной форме 
на поверхности фагоцитирующих клеток; 

- кооперативное взаимодействие различных клеточных элемен-
тов - собственно фагоцитов (нейтрофилов, моноцитов и макрофагов), 
CD4+ Thl-клеток, активирующих фагоциты к внутриклеточному кил-
лингу возбудителя, и CD8+ цитотоксических 

Т-лимфоцитов, убивающих инфицированные фагоциты и другие 
клеточные элементы; 

- распознавание сформированного иммуногена Т- и В-клетками 
посредством их антигенраспознающих рецепторов; 

- внутриклеточный синтез и секреция антител и переключение 
продукции одного класса иммуноглобулинов (IgM) на другой (IgG, IgA). 

Результатом перечисленных событий является нейтрализация и 
уничтожение чужеродного антигена [3,4]. Разработка новых специфиче-
ских профилактических препаратов против вирусных инфекций идет в 
направлении минимизации влияния соединений на организм человека 
или животных [5-8]. Изучение факторов, оказывающих влияние на раз-
личные этапы формирования иммунного ответа и активацию тех или 
иных звеньев иммунной системы, является основой для развития теорий 
иммунного ответа при инфекционном процессе. Более тощ исследова-
ния в этой области создают теоретические предпосылки для создания 
новых более эффективных иммунотерапевтических препаратов. Изуче-
ние механизмов стимуляции специфического и общего противовирус-
ного иммунитета биологически активными соединениями растительного 
происхождения для разработки новых лекарственных средств, способ-
ных повышать резистентность организма к вирусным инфекциям - это 
важный аспект фундаментальных исследований в области вирусологии 
и иммунологии, позволяющий в конечном итоге повысить эффективность 
не только иммунотерапии вирусных инфекций, но и их вакцинопрофилак-
тику [8,9]. Ранее было установлено иммуностимулирующее влияние три-
терпеновых сапонинов растительного происхождения на гуморальный и 
клеточный иммунитет при иммунизации антигенами различной природы 
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(вирусными, микробными, паразитарными [10-13]. Целью представлен-
ных исследований являлось изучение механизмов формирования им-
мунного ответа при иммунизации животных вирусными антигенами в 
сочетании с тритерпеновым сапонином растительного происхождения. 

Методы исследования. В работе использовали штамм вируса 
гриппа А/АюЫ/2/68 (H3N2). Вирус выращивали в аллантоисной поло-
сти 10-11 дневных куриных эмбрионов. Титр вируса в аллантоисной 
жидкости составлял 107-109 ИД50/мл Инфекционный титр вируса опре-
деляли титрованием на куриных эмбрионах [14]. Гемагглютинирую-
щую активность вирусов определяли по стандартной методике [14]. 
Концентрацию белка определяли по методу Bradford [14]. Концентра-
цию и очистку вируса проводили ультрацентрифугированием в сту-
пенчатом градиенте сахарозы [15]. 

Тритерпеновый сапонин выделяли из корневища растения 
Saponaria officinalis методом спиртовой экстракции [16]. Качественные 
биохимические реакции на наличие основных групп биологических 
веществ проводили в соответствии с общепринятыми рекомендаци-
ями [17]. В экспериментах использовали белых беспородных мышей 
массой 15-25 г., обоих полов. Получение вирусных гликопротеидных 
антигенов проводили согласно описанной ранее методике [18]. 

Иммунизация животных. 1-мес. белых мышей иммунизировали пре-
паратами вирусных антигенов. Доза антигена составляла 10 мкг/мышь. 
Иммунизацию животных осуществляли путем внутрибрюшинного 
введения препаратов. Объем вводимого материала соответство-
вал рекомендациям международных организаций и не превышал 0,2 
мл на одно животное [19]. Контрольной группе животных вводили 
фосфатно-солевой буферный раствор (плацебо). Перитонеальные 
макрофаги собирали через 3 сут. после иммунизации методом про-
мывания брюшной полости охлаждённой средой 199. Клетки дважды 
отмывали и ресуспендировали в концентрации 2х106 клеток/мл в сре-
де культивирования (среда 199). 

Суммарную РНК выделяли с помощью набора для экстракции 
РНК Rneasy Mini Kit («QIAGEN, GmbH», Германия) согласно методи-
ческому руководству. Обратную транскрипцию осуществляли с помо-
щью M-MLV («Promega», США) в 5 мкл реакционной смеси (2,7 мкл 
пробы, 0,725 мкл воды, 1 мкл 5х буфера для обратной транскриптазы 
(«Promega», США), 0,2 мкл 2 мМ смеси dNTPs, 0,25 мкл 20 ОЕ случай-
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ного праймера (9 или 18 нуклеотидов) и 0,125 мкл M-MLV). Реакцию 
проводили при 370С в течение 60 мин. Полимеразную цепную реакцию 
(ПЦР) проводили в 20 мкл реакционной смеси (4 мкл ДНК матрицы, 8 
мкл SybrGreen, по 1 мкл 20 ОЕ прямого и обратного праймеров, вода). 
45 циклов ПЦР на термоциклере «PicoReal» проводили при следую-
щих режимах: 940С - 1 мин., 480С - 1 мин., 720С - 3 мин. Пары прай-
меров подбирали в соответствии с последовательностью исследуемых 
интерлейкинов (IL-1, IL10) и цитокинов (CXCL1, TNF). Нормализацию 
экспрессии генов осуществляли с помощью гена актина (таблица 1). 

Таблица 1 - Праймеры, используемые в исследованиях 

Наименование 
праймеров 

CXCL1 

IL-1 

IL10 

TNF 

Actin 

Gct ggg att cac ctc aag aac (прямой) 
Agc agt ctgbtct tct ttc tcc (обратный) 
Caa cca aca agt gat att ctc cat g (прямой) 
Gat cca cac ctc tcc agc tgc a (обратный) 
Acc tgg tag aag tga tgc ccc agg ca (прямой) 
Cta tgc agt tga cta aga tgt caa a (обратный) 
Cat ctt ctc aaa att cga gtg aca a (прямой) 
Tgg gag tag aca agg tac aac cc (обратный) 
Aga ggg aaa tcg tgc gtg ac (прямой) 
Caa tag tga tga cct ggccgt (обратный) 

Величина 
ампликона, 

п.н. 

196 

152 

448 

176 

137 

Статистическую обработку результатов проводили с использо-
ванием пакета программ «Microsoft Excel 2010». 

Основные результаты. Исследования были связаны с изуче-
нием влияния препарата тритерпеновой природы на способность сти-
мулировать экспрессию некоторых генов участвующих во всех фазах 
иммунного ответа. 

Первой фазой взаимодействия иммуностимулирующего препа-
рата с иммунной системой является запуск синтеза провоспалитель-
ных цитокинов, отвечающих за активацию механизмов ограничения и 
ликвидации очага повреждения и вызвавших его патогенных факто-
ров, а также репарации повреждённых тканей. Провоспалительные 
цитокины вызывают воспаление, опосредованное каскадом генных 
продуктов, которые, как правило, не производятся в здоровом орга-
низме. IL-1 является индуктором эндотелиальных молекул адгезии, 
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которые имеют существенное значение для адгезии лейкоцитов к эн-
дотелиальной поверхности до миграции в ткани и является ярко вы-
раженным провоспалительным цитокином. 

Изучена экспрессия гена IL-1 при иммунизации эксперименталь-
ных животных очищенными вирусными гликопротеидными антигена-
ми (ГП), очищенным вирусом гриппа и очищенными вирусными ГП в 
сочетании с тритерпеновым сапонином (рисунок 1). Мышей иммуни-
зировали однократно. Через 3 дня у животных собирали макрофаги 
и определяли в них уровень экспрессии гена IL-1. Установлено, что 
уровень экспрессии гена провоспалительного цитокина повышался 
при использовании в качестве иммуностимулятора растительного 
тритерпенового сапонина на 70% по сравнению с уровнем экспрес-
сии данного гена изолированными гликопротеидными антигенами 
(HA+NA) в форме мицелл и на 10% по сравнению с уровнем экспрес-
сии данного гена очищенными вирусными частицами. 

ю 
о -I , , , 

Контроль ГП Вирус Сапонин 

Рисунок 1 - Активность экспрессии гена IL-1, отвечающего за развитие 
воспалительных реакций в организме 

Показано, что активность воспалительного процесса значитель-
но повышается при иммунизации экспериментальных животных три-
тепреновыми сапонинами растительного происхождения, тем самым 
стимулируя следующую фазу иммунного ответа - врожденный им-
мунитет. В последующих исследованиях было проведено изучение 
активности экспрессии отдельных генов, отвечающих за развитие 
врожденного иммунного ответа при иммунизации эксперименталь-
ных животных вирусными антигенами в сочетании с тритерпеновым 
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сапонином в качестве иммуностимулятора. Экспериментальных жи-
вотных иммунизировали: (1) цельным очищенным вирусом гриппа, (2) 
мицеллами очищенных гликопротеидных антигенов, (3) очищенными 
гликопротеидными антигенами в смеси с очищенным сапонином выде-
ленным из растения S. officinalis. Через 72 ч. после иммунизации у жи-
вотных собирали макрофаги и определяли в них уровень экспрессии 
генов отвечающих за развитие врожденного иммунного ответа (TNF 
и CXCL1). Установлено, что уровень экспрессии генов в значительной 
мере увеличивался при использовании в качестве иммуностимулято-
ра тритерпенового сапонина растительного происхождения. Уровень 
экспрессии генов TNF и CXCL1, по сравнению с контролем (плацебо), 
увеличивался на 74% и 79%, соответственно, при иммунизации экспе-
риментальных животных вирусными антигенами в сочетании с имму-
ностимулятором сапонином, что было на 20% выше, по сравнению с 
иммунизацией цельным очищенным вирусом гриппа и на 60% выше, 
чем при иммунизации изолированными гликопротеидными антигена-
ми (HA+NA) в форме мицелл (рисунок 2). 

Рисунок 2 - Активность экспрессии генов CXCL1 и TNF, отвечающих 
за развитие врожденного иммунитета 
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Таким образом, показано, что активность врожденного иммунно-
го ответа можно значительно повысить путем включения в состав ви-
русного антигена растительного иммуностимулятора тритерпеновой 
природы, в данном случае тритерпенового сапонина полученного из 
растения Saponaria officinalis. Стимуляция врожденного иммуните-
та приводит к активации механизмов следующего этапа иммунного 
ответа организма, а именно приобретенного иммунитета, который 
включается только после запуска каскада реакций врожденного им-
мунитета. После перенесенного инфекционного заболевания или в 
результате вакцинации возникает приобретенный адаптивный имму-
нитет, который является наиболее продолжительной иммунной реак-
цией организма, сохраняющейся иногда на всю жизнь. Таким обра-
зом, в иммунитете возникают специфичность ответа на чужеродный 
антиген и обучаемость, или память - более быстрая и энергичная 
защитная реакция при повторной встрече с инфекцией. При этом ре-
акции приобретенного иммунитета опираются на предшествующие 
механизмы врожденного иммунитета. 

Для изучения воздействия иммуностимулирующего сапонина 
на активность адаптивного иммунитета, животных иммунизировали 
как описано ранее. Через 3 сут. после иммунизации у животных со-
бирали макрофаги и определяли в них уровень экспрессии гена IL10 
(рисунок 3). 
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Рисунок 3 - Активность экспрессии гена IL10, отвечающего за развитие 
адаптивного иммунитета 

Показано, что экспрессия гена IL10, отвечающего за реакции 
адаптивного иммунитета, в значительной степени активируется при 
введении в организм вирусных антигенов в смеси с растительным 
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сапонином. Происходит увеличение активности экспрессии гена 
IL10 на 78% по сравнению с контролем. При иммунизации вирусны-
ми антигенами в форме гликопротеидных мицелл зафиксировано 
увеличение активности экспрессии гена IL10 на 20% по сравнению 
с контролем. Иммунизация очищенными вирусными частицами при-
водила к повышению экспрессии данного гена на 58% по сравнению 
с контролем. 

Заключение. По результатам проведенных исследований 
показано, что тритерпеновый сапонин выделенный из растения 
Saponaria officinalis в качестве иммуностимулятора способен сти-
мулировать все три звена иммунного ответа, начиная с воспали-
тельных реакций и затем активируя, как врожденный, так и адаптив-
ный иммунный ответ. Механизм иммуностимулирующего действия 
тритерпеновых сапонинов выделенных из разных видов растений 
различается. Первый шаг к пониманию механизмов стимуляции 
различных звеньев иммунного ответа биологически активными со-
единениями и возможности влиять на запуск тех или иных каскад-
ных механизмов иммунного ответа, заключается в исследовании 
механизма действия данных соединений поодиночке и в виде ком-
позиций. Биологически активные растительные соединения в виде 
композиции могут проявлять синергистический или антагонистиче-
ский эффект по отношению друг к другу. Изучение иммуностиму-
лирующих эффектов различных композиций, созданных из разных 
классов растительных соединений (фенолы, сапонины, флавонои-
ды и т.д.), создают теоретические предпосылки для создания новых 
более эффективных иммунотерапевтических и адъювантных пре-
паратов, позволяющих в конечном итоге повышать эффективность 
иммунотерапии и иммунопрофилактики вирусных инфекций. 
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