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Трансгенные гуманизированные мыши активно используются учеными разных стран в биомеди-
цинских исследованиях при разработке новых вакцин и фармпрепаратов. В ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России был создан ряд линий гуманизированных мышей-биомоделей с интегрированным комплек-
сом HLA (Human Leukocyte Antigen). Нами был проведен сравнительный анализ гуморального им-
мунного ответа у мышей трансгенной линии HLA-A*0201 и мышей исходной линии (гибриды F(1) 
CBA/lac × C57BL/6) к вводимому антигену — гемоцианину улитки (KLH). Благодаря прижизненно-
му забору крови у животных экспериментальных групп удалось проследить динамику иммунного 
ответа на протяжении 4-х недель. Титры специфических антител к KLH в группе гуманизированных 
мышей линии HLA-A*0201 были значительно выше, чем у мышей исходной линии, и достигли мак-
симума (1:51200) к концу эксперимента. Динамика, отражающая рост синтеза антител в результате 
повторного введения антигена, имеет сходную закономерность с развитием вторичного иммунного 
ответа у человека.
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Transgenic humanized mice are widely used in biomedical research for the development of new vaccines 
and pharmaceutical products. Specialists of the Scientific Center of Biomedical Technologies of the Feder-
al Medical and Biological Agency of Russia have created a number of humanized mouse lines, including 
biomodels with an integrated human leukocyte antigen (HLA) complex. In this paper, we report a com-
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parative analysis of the humoral immune response in mice of the HLA-A*0201 transgenic line and mice 
of the original line (CBA/lac × C57BL/6), F(1) hybrids) to the injected antigen – snail hemocyanin (KLH). 
By carrying out in vivo blood sampling from the animals of the experimental groups, the dynamics of the 
immune response over a period of four weeks was recorded. The titers of specific antibodies to KLH 
in the group of humanized mice of the HLA-A*0201 line were significantly higher than those of the orig-
inal line of mice, reaching a maximum (1:51200) by the end of the experiment. The dynamics reflecting 
the growth of antibody synthesis as a result of repeated administration of the antigen have a similar pattern 
to the development of a secondary immune response in humans.
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Введение
Современные биомедицинские иссле-

дования сложно представить вне контек-
ста трансгенных животных. Организмы, 
генотип которых был искусственно от-
редактирован человеком, привнесшим 
в него новые гены и/или модификации 
уже существующих, позволяют иссле-
дователям создавать уникальные био-
модели, демонстрирующие физиологи-
ческие, биохимические, генетические 
или поведенческие особенности, харак-
терные для конкретных патологических 
состояний [3]. Создание биомоделей, 
максимально приближенных к реально 
наблюдаемой картине, способствует все-
стороннему детальному изучению пато-
логии, что позволяет наметить пути и ми-
шени для лечения или оптимизировать 
уже имеющиеся стратегии [3].

В настоящее время в НЦБМТ ФМБА 
России создан ряд линий трансгенных 
гуманизированных мышей, несущих 
комплекс, состоящий из HLA (Human 
Leukocyte Antigen) и β2-микроглобулина 
человека. Такие биомодели позволяют ис-
следователям изучать биологические реак-
ции человека в контролируемых условиях.

Белки HLA и β2-микроглобулина играют 
различные роли в адаптивном и врожден-
ном иммунитете. Они критически важны 
для устойчивости организма к инфекциям, 
предрасположенности к аутоиммунным 
заболеваниям и успешной трансплантации 
органов.

Для изучения реакций молекул HLA 
класса I (HLA CI) с цитотоксически-
ми T-лимфоцитами (Т-киллеры, CTL) 
во многих лабораториях мира были со-
зданы гуманизированные трансгенные 
мыши, экспрессирующие немодифици-
рованные молекулы HLA CI [8]. Однако 
при заражении этих мышей вирусами, 
презентируемыми молекулами других ал-
лелей HLA  CI, преимущественно развива-
лись CD8 CTL-ответы на H-2-рестрикты 
[9]. Замена HLA α3-домена гомологич-
ным доменом H-2 значительно улучшает 
распознавание и использование молекул 
HLA CI: в таких условиях мобилизуется 
разнообразный Т-клеточный репертуар Vβ-  
и Vα-рецепторов у мышей, что позволяет 
более эффективно использовать молекулы 
HLA CI [10].

Наиболее удачным для получения нами 
HLA-гуманизированных мышей оказалось 
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создание моноцепочечной химерной кон-
струкции, кодирующей химерный белок 
MHC I класса, состоящий из антигенпре-
зентирующих α1-, α2-HLA-А*0201(C*0702, 
В*1016), α3-домена H-2Kk мыши, стабили-
зированного β2-микроглобулином челове-
ка, соединенным гибким глицин-серино-
вым линкером с α1-доменом (рис. 1) [4].

Геномная и генетическая организация 
иммунной системы человека и мыши 
во многом различаются. Так, например, 

паттерны метилирования ДНК и модифи-
кации гистонов у человеческих клеток па-
мяти отличаются от мышиных, что влияет 
на долгосрочность иммунологической па-
мяти. Роль цитокинов IL-7 и IL-15 в под-
держании иммунологической памяти бо-
лее значима у человека. Также у человека 
более разнообразный спектр антигенпре-
зентирующих клеток (АПК), участвующих 
в формировании памяти. У мышей этот 
процесс более стандартизован [11]. Эти  

Рис. 1. Схема плазмиды pCBH-b2m- А*0201(C*0702, В*1016)-h2k, полученной на основе плазмиды-вектора 
pсDNA3.4.
Примечание: плазмида содержит CBH-промотор, ген β2-микроглобулина человека, соединенный последо-
вательностью, кодирующей глицин-сериновый линкер, с последовательностью α1-, α2-доменов молекулы 
HLA- А*0201(C*0702, В*1016), и α3-домена молекулы H2Kk, посттрансляционный регуляторный элемент 
WPRE и сигнал полиаденилирования TK PA. ДНК-последовательность CMV-промотора плазмиды pсDNA3.4 
была заменена последовательностью CBH-промотора, амплифицированного с плазмиды pX330-U6-Chimeric_ 
BB-CBh-hSpCas9. Красными стрелками указаны сайты рестрикции для вырезания линейного фрагмента  
CBH-b2m- А*0201(C*0702, В*1016)-h2k.
Fig. 1. Diagram of the pCBH-b2m-A*0201(C*0702, B*1016)-h2k plasmid, which was obtained from the pcDNA3 
vector plasmid.4.
Note: The plasmid contains a CBH promoter, a human β2-microglobulin gene connected by a glycine-serine linker 
sequence to the α1-, α2-domains of the HLA-A*0201(C*0702, B*1016) molecule and the α3-domain of the H2Kk 
molecule, a WPRE post-translational regulatory element, and a TK PA polyadenylation signal. The DNA sequence 
of the CMV promoter in plasmid pCDNA3.4 was replaced with the sequence of the CBH promoter, which was amplified 
from plasmid pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9. The red arrows indicate the restriction sites for cutting out 
the linear fragment CBH-b2m- A*0201(C*0702, B*1016)-h2k.
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отличия обуславливают длительную со-
хранность иммунологической памяти 
у человека, тогда как у мышей она менее 
стабильна. Благодаря более совершенной 
системе иммунологической памяти ско-
рость вторичного иммунного ответа у чело-
века развивается быстрее и интенсивнее [7].

Эти различия необходимо учитывать 
при экстраполяции результатов иссле-
дований с мышиных моделей на челове-
ка, особенно в области иммунотерапии 
и при разработке новых вакцин, посколь-
ку то, что работает на мышах, не всегда 
эффективно для человека. Для того что-
бы понять, как функционирует иммунная 
система у трансгенных гуманизирован-
ных животных, соответствует ли скорость 
и динамика образования специфических 
антител (иммуноглобулинов класса G) тем 
закономерностям, которые присущи чело-
веческому организму, необходимо проведе-
ние экспериментов по изучению гумораль-
ного иммунного ответа.

У мышей гуморальный ответ быстрее. 
Максимальный титр антител регистрирует-
ся на 7–14-й день, затем титры антител сни-
жаются. Повторное введение антигена иног-
да может приводить к резкому снижению 
титров к 30-му дню от начала иммунизации. 
Динамика иммунного ответа у мышей зави-
сит еще и от линии лабораторных мышей.

В последние годы российскими учеными 
были значительно расширены представ-
ления об особенностях реагирования кро-
ветворной и иммунной систем на введение 
некоторых тимусзависимых антигенов 
у различных линий лабораторных мышей: 
СВА/СА lac, C57BL/6, DBA/2, BALB/c [6]. 
Было показано, что перечисленные линии 
по реагированию на введение тимусзави-
симого антигена делятся на высокоотвеча-
ющие, среднеотвечающие и низкоотвечаю-
щие. Так, например, гибридная линия F(1) 
CBA/lac × C57BL/6, используемая в каче-
стве исходной для получения гуманизиро-
ванных трансгенных мышей, по реакции 

на введение циклофосфана была определе-
на как низкоотвечающая линия. При изуче-
нии иммунного ответа у трансгенных гума-
низированных мышей линии HLA-A*0201 
на введение антигена IgG лошади нами 
было показано, что в результате цикла им-
мунизации, включающего три последова-
тельные инъекции антигена с адъювантом 
Фрейнда, трансгенные мыши показали 
способность синтезировать специфиче-
ские IgG антитела в более высоких титрах, 
чем мыши исходной линии — гибриды F(1) 
CBA/lac × C57BL/6 [2]. Тем самым было 
показано, что генно-модифицированные 
особи способны формировать адекватный 
иммунный ответ.

Целью настоящей работы стало изуче-
ние иммунного ответа у гуманизирован-
ных трансгенных мышей, несущих ген 
HLA-A*0201 по сравнению с особями ис-
ходной линии — гибридами F(1) CBA/lac ×  
C57BL/6 — в ответ на иммунизацию ком-
мерческим препаратом гемоцианина улит-
ки (KLH). KLH обладает выраженными 
антигенными свойствами и широко ис-
пользуется в качестве инструмента в им-
мунологических исследованиях, например 
для изучения механизмов иммунного от-
вета и динамики образования антител. 
Для оценки уровня антител к различным 
антигенам (как у человека, так и у жи-
вотных) наиболее чувствительным и до-
стоверным является иммуноферментный 
анализ (ИФА). Непрямой вариант ИФА ши-
роко применяется в медицинской практике 
и позволяет получить представление о ре-
активности иммунной системы на основе 
полученных данных при определении ти-
тра специфических антител в сыворотках 
крови. Сравнительный анализ динамики 
образования антител к вводимому антиге-
ну у экспериментальных групп мышей по-
зволяет понять, насколько иммунный ответ 
гуманизированных животных приближен 
к таковому у человека.
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Материалы и методы
Животные и условия содержания
Все эксперименты проводились в ФГБУН 

НЦБМТ ФМБА России. Исследования 
выполнены на самках трансгенных гума-
низированных мышей с интегрирован-
ным геномом HLA-A линии HLA-A*0201 
(n=12) в возрасте 6–8 недель. В качест-
ве контроля использовали самок (n=12) 
мышей гибридной линии F(1) CBA/lac × 
C57BL/6, являющейся генетическим фо-
ном линии HLA-A*0201, того же возра-
ста, полученных из филиала «Столбовая» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России. Животные 
содержались в системе индивидуальных 
вентилируемых клеток при температу-
ре 22–24°С и влажности воздуха 40–50% 
при световом режиме 12/12 со свобод-
ным доступом к корму и воде, по 3 осо-
би в клетке. Исследования проводились 
в соответствии с Директивой 2010/63/
EU Европейского парламента и Совета 
о защите животных, используемых в на-
учных целях от 22.09.2010; Базельской де-
кларацией (2011); Федеральным законом 
от 12.04.2010 № 61-ФЗ «Об обращении 
лекарственных средств»; ГОСТ 53434-
2009 от 02.12.2009 «Принципы надле-
жащей лабораторной практики (GLP)»; 
Решением Совета Евразийской экономи-
ческой комиссии от 03.11.2016 № 89 «Об 
утверждении Правил проведения иссле-
дований биологических лекарственных 
средств Евразийского экономического со-
юза»; Решением Совета Евразийской эко-
номической комиссии от 03.11.2016 № 81 
«Об  утверждении правил надлежащей ла-
бораторной практики Евразийского эконо-
мического союза в сфере обращения лекар-
ственных средств»; Решением Коллегии 
Евразийской экономической комиссии 
от 26.11.2019 № 202 «Об утверждении 
Руководства по доклиническим исследо-
ваниям безопасности в целях проведения 
клинических исследований и регистрации 
лекарственных препаратов». Все экспери-

менты были одобрены биоэтической ко-
миссией ФГБУН НЦБМТ ФМБА России.

Схема эксперимента
Для индукции иммунного ответа всем 

животным вводили внутрибрюшинно 
(100,0  мкл/мышь) иммуногенный белок 
KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin, soluble 
from Megathura crenulate, “Boeringer 
Mannheim GmbH”, Германия) в дозе 
50,0 мкг/мышь. Препарат для иммуниза-
ции с концентрацией 0,5 мг/мл готовили 
на стерильном физ. р-ре без адъюванта. 
Повторное введение антигена проводили 
в той же дозе на 15-й день. Заборы крови 
у мышей осуществляли прижизненно сте-
клянным капилляром по 0,2 мл из ретро-
орбитального сплетения на 7, 14, 21 и 28-й 
день от начала иммунизации (рис. 2).

Биоматериал для анализа
Для получения плазмы кровь центри-

фугировали при 3000 об/мин в течение 

Рис. 2. Прижизненный забор крови у мышей экспери-
ментальных групп.
Fig. 2. In vivo blood sampling in experimental groups 
of mice.
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15  мин. Плазму собирали в отдельные про-
бирки и хранили при температуре -20°С 
до проведения анализов.

Определение специфических антител —  
   иммуноглобулинов IgG к гемоцианину  

улитки (KLH)
Содержание в плазме крови анти-KLH 

IgG определяли непрямым методом твер-
дофазного иммуноферментного анализа 
(ELISA). В качестве негативного контроля 
использовали плазму неиммунизиро-
ванных мышей-гибридов F(1) CBA/lac ×  
C57BL/6. Адсорбцию антигена KLH  
(с=5 мкг/мл) в лунках полистирольных 
96-луночных планшетов (Maxi Sorp) 
проводили в 0,05 М Na-карбонатном бу-
фере (рН=9,5) при +4°С в течение ночи. 
Промывку осуществляли 0,01 М калий-
фосфатным буфером с добавлением 0,1% 
Твин-20 (PBST). Для блокировки не-
специфической реакции планшеты инку-
бировали 1 ч при комнатной температуре 
с буфером PBST, содержащим 3% сухого 
обезжиренного молока («Диаэм», Россия). 
После стадии отмывки в лунки планшетов 
вносили плазму крови испытуемых мышей, 
используя двукратные разведения в буфере 
PBST, начиная от 1:100. Инкубацию про-
водили в течение 1 ч при 37°С. Для выяв-
ления антител, связавшихся с антигеном 
на твердой фазе, использовали антивидо-
вой иммунопероксидазный конъюгат Anti-
Mouse IgG+Ph (“Sigma-Aldrich”, США) 
в разведении 1:4000. В качестве субстра-
та пероксидазы использовали р-р тетра-
метилбензидина (ТМБ, ООО «Абисенс», 
Россия). За величину титра принимали 

максимальное разведение иммунной сыво-
ротки, при котором оптическая плотность 
(ОП450) окрашенного продукта фермен-
тативной реакции превышала значения 
в контроле в 3 раза.

Обработка данных
Статистический анализ результатов про-

водили параметрическими и непараметри-
ческими методами с использованием паке-
та программ ANOVA.

Результаты и их обсуждение
В настоящей работе было проведено 

сравнение гуморального иммунного ответа 
у трансгенных гуманизированных мышей 
линии HLA-A*0201 по показателям титров 
специфических антител к вводимому анти-
гену — гемоцианину улитки — с аналогич-
ным ответом у мышей исходной гибридной 
линии F(1) CBA/lac × C57BL/6 (группа WT).

Было показано, что при первичном введе-
нии антигена иммунный ответ на 7-й день 
от начала иммунизации в группе трансген-
ных мышей в 2 раза выше, чем в группе 
WT. При повторном введении антигена 
на 15-й день от начала иммунизации уро-
вень специфических антител плавно по-
вышался от значений 1:12800 до 1:51200 
(табл.). Динамика гуморального иммунного 
ответа показана на рис. 3. В группе мышей 
исходной гибридной линии F(1) CBA/lac ×  
C57BL/6 титры специфических антител 
были значительно ниже. На 7-й день от на-
чала иммунизации титр антител к KLH со-
ставил 1:800 и достиг максимума на 14-й 
день (1:1600). Повторное введение антигена 
не привело к увеличению титров антител. 

Таблица. Продукция специфических антител к KLH у мышей экспериментальных групп на 7, 14, 21, 28-й дни 
от начала иммунизации
Table. Production of specific antibodies to KLH in mice of experimental groups on days 7, 14, 21, and 28 after the onset 
of immunization

Группа Титр антител

7-й день 14-й день 21-й день 28-й день

HLA-A*0201 1:1600 1:12800 1:25600 1:51200

WT 1:800 1:1600 1:400 1:200
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Напротив, к концу эксперимента, на 28-й 
день, титры специфических антител к KLH 
значительно упали.

Полученные результаты могут объяс-
няться тем, что у гуманизированных мы-
шей при выработке иммунного ответа 
более интенсивно образовывались клетки 
памяти благодаря редактированию генома, 
это способствовало всплеску синтеза ан-
тител при повторном введении антигена. 
Тот факт, что в группе WT максимум син-
теза антител наблюдался на 7–14-й день, 
а к 28-му дню титр снижался, хорошо под-
крепляется литературными данными [1]. 
Динамика гуморального иммунного ответа, 
при которой повторная инъекция способст-
вует быстрому росту накопления антител 
в крови, обычно характерна для человека 
(рис. 4), а также для крупных млекопи-
тающих. Это может быть связано с тем, 
что распад иммуноглобулинов класса IgG 
у них происходит медленнее, чем у мышей.

Скорость катаболизма иммуноглобули-
нов у различных видов неодинакова и на-
ходится в обратной зависимости от массы 
особи. Так, у мышей период полувыведения 
IgG составляет около 3–4 дней, у кролика — 
7 дней, а у человека — 21–23 дня [5].

Различия в динамике иммунного ответа 
человека и мыши связаны также с различи-
ем в экспрессии генов иммунного ответа, 
скоростью и уровнем активации иммунных 
клеток, образованием клеток иммуноло-
гической памяти, что показано на рис. 5. 
Мыши имеют более быстрый и сильный 
врожденный иммунный ответ, в то время 
как у человека преобладает более длитель-
ная, плавно развивающаяся реакция на ан-
тигены. Гуморальный иммунный ответ че-
ловека при повторном введении антигена 
усиливается и характеризуется более ин-
тенсивной логарифмической фазой с бо-
лее высокими титрами антител. В нашем 
случае тот факт, что у гуманизированных 

Рис. 4. Динамика иммунного ответа на вводимый 
антиген KLH в группе мышей WT. Среднее ± стан-
дартное отклонение (n=12), p˂0,0001 (двухфактор-
ный дисперсионный анализ ANOVA, множественные 
сравнения Тьюки).
Fig. 4. Dynamics of the immune response to the injected 
KLH antigen in the group WT mice. Mean ± standard 
deviation (n=12), p˂0.0001 (two-factor ANOVA, Tukey 
multiple comparisons).

Рис. 3. Динамика иммунного ответа на вводимый ан-
тиген KLH в группе гуманизированных трансгенных 
мышей HLA-A*0201. Среднее ± стандартное откло-
нение (n=12), p˂0,0001 (двухфакторный дисперсион-
ный анализ ANOVA, множественные сравнения Тьюки).
Fig. 3. Dynamics of the immune response to the injected 
KLH antigen in a group of humanized HLA-A*0201 trans-
genic mice. Mean ± standard deviation (n=12), p˂0.0001 
(two-way ANOVA, Tukey's multiple comparisons).
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мышей была проведена замена α3-домена 
HLA гомологичным доменом H-2, улуч-
шил распознавание и использование мо-
лекул HLA CI: это могло способствовать 
появлению разнообразного Т-клеточного 
репертуара Vβ- и Vα-рецепторов у мышей, 
а также формированию более совершенной 
иммунологической памяти.

Пополнение фонда гуманизированных 
трансгенных линий животных для разра-
ботки новых таргетных иммунобиологи-
ческих препаратов и вакцин является важ-
ным направлением работы НЦБМТ ФМБА 
России.

Выводы
Таким образом, на основании получен-

ных результатов можно сделать следую-
щие выводы:

1. Мыши трансгенной гуманизирован-
ной линии HLA-A*0201 в эксперименте 
по изучению гуморального иммунного 
ответа к гемоцианину улитки (KLH) пока-
зали способность синтезировать специфи-
ческие антитела в высоких титрах при вве-
дении препарата без адъюванта.

2. Повторное введение KLH на 15-й день 
от начала иммунизации стимулировало 
выработку антител. Динамика иммунно-
го ответа характеризовалась интенсивной 
логарифмической фазой. Титр антител 
достиг максимального значения 1:51200  
на 28-й день.

3. В группе исходной гибридной линии 
F(1) CBA/lac × C57BL/6 иммунный ответ 
был значительно ниже. Максимальный титр 
антител наблюдался только на 14-й день — 
1:1600. Повторное введение антигена 
не привело к увеличению синтеза антител.

4. Прижизненный забор крови у мышей 
экспериментальных линий на протяжении 
одного месяца позволил выявить законо-
мерности динамики гуморального иммун-
ного ответа к вводимому антигену (KLH) 
и доказать преимущества функциональной 
активности иммунной системы мышей 
HLA-A*0201 в сравнении с исходной ги-
бридной линией F(1) CBA/lac × C57BL/6.

5. Количественная оценка гуморально-
го иммунного ответа по величине титра 
образующихся антител, выявленных с по-
мощью непрямого метода ИФА, позволяет 
сделать вывод о том, что редактирование 
генома у трансгенных гуманизирован-
ных мышей линии HLA-A*0201 привело 
к совершенствованию иммунной систе-
мы, улучшив ее функциональные качества 
по «человеческому типу».

6. Полученная модель хорошо экстрапо-
лируется на человека и может быть адек-
ватной для исследований его иммунного 
статуса.

Рис. 5. Динамика иммунного ответа у человека. Крас-
ной линией обозначен иммунный ответ на повторное 
введение антигена. Приведено из монографии [7].
Fig. 5. Dynamics of the immune response in humans. 
The  red line represents the immune response to repeat-
ed administration of the antigen. Taken from the mono-
graph [7].
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