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Реферат. Для поддержания здорового иммунитета у животных, особенно в условиях, неблагополуч-
ных по вирусному лейкозу, рассматривается перспективная система доставки биологически активных 
молекул – препарат Субалин, живая система доставки. В результате исследований установлено, что 
при внутрибрюшинном и внутривенном введении препарат Субалин безвреден для животных даже в 
дозах, многократно превышающих терапевтическую. При введении препарата Субалин у животных 
стимулируется гуморальный и клеточный иммунитет, о чем свидетельствует морфофункциональная 
перестройка лимфоидной системы (селезенка, лимфоузлы). При одномоментном введении Субалина с 
вируссодержащей суспензией  субтилитерапия оказала стабилизирующее воздействие на макроорга-
низм, сдерживая развитие вирусного онкогенеза. 
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Abstract. To maintain a healthy immune system in animals, especially under conditions unfavorable for 
viral leukemia, a promising delivery system of biologically active molecules is considered – Subalin, a live 
delivery system. As a result of research, it has been established that with intraperitoneal and intravenous 
administration to animals, Subalin is harmless to animals, even at doses many times higher than the therapeutic 
one. With the introduction of the drug Subalin in animals stimulated humoral and cellular immunity, as evidenced 
by morphofunctional reorganization of the lymphoid system (spleen, lymph nodes). With the simultaneous 
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administration of Subaline with a virus-containing suspension, subtility therapy had a stabilizing effect on the 
macroorganism, restraining the development of viral carcinogenesis.

Ассоциированные с вирусами опухолевые заболевания, прежде всего вирусные лейкозы, широко 
распространены среди людей и животных. Так, каждое пятое онкологическое заболевание у челове-
ка имеет вирусное происхождение [1]. Инфекционная составляющая в вирусном канцерогенезе при 
отсутствии профилактических и  терапевтических препаратов может придавать вирусу склонность 
к быстрому эпидемическому распространению. Ярким примером является вирусный лейкоз крупно-
го рогатого скота, вызываемый вирусом лейкоза крупного рогатого скота (ВЛКРС). Противодействие 
эпидемии лейкоза предусматривает комплексный подход, основанный на соблюдении зоотехнических 
требований и постоянной замене инфицированных животных из рабочих и племенных стад на генети-
чески более устойчивых особей.

Большое значение придается проведению мер по поддержанию здорового иммунитета животных. 
Считается, что только сдвиг в сторону более поздних сроков манифестации заболевания позволит по не-
которым подсчетам, значительно повысить эффективность использования высокопородных молочных 
пород. На первый план выдвигается активация неспецифической системы интерферона, осуществля-
ющей надзор и элиминацию в организме поврежденных клеток (инфицированных, опухолевых и др.). 
Недостаток функционирования системы у животных в результате врожденного или приобретенного 
иммунодефицита может быть компенсирован за счет введения препаратов интерферона-α. Показано, 
что интерферон-α, вводимый не парентеральным путем, оказывает широкий спектр положительного 
воздействия на иммунные клетки и органы не только врожденного, но и специфического иммунитета 
за счет активации экспрессии молекул главного комплекса гистосовместимости, благодаря чему интер-
ферон-альфа может выступать эффективным адъювантом [2].

В настоящее время в качестве перспективных систем доставки в организм биологически активных 
молекул с профилактической и терапевтической целью рассматриваются живые системы, в том числе 
микробные клетки и вирусы. Все большее внимание уделяется споровым микроорганизмам [3]. Споры 
имеют ряд существенных преимуществ перед другими живыми системами доставки. Так, споры B. 
subtilis благодаря своей безопасности для человека ВОЗ относит к GRAS (generally recognized as safe) 
микроорганизмам. Кроме того, споры способны непосредственно напрямую контактировать с иммун-
ными клетками (дендритными и  макрофагами) и  могут быть введены в  организм разными путями 
[3]. Уникальная способность спор B. subtilis сохранять жизнеспособность в экстремальных условиях 
позволяет обходиться без «холодовой цепи» при транспортировке и хранении споровых препаратов. 
Наблюдается неуклонный рост числа публикаций по B. subtilis как живой системе доставки биоло-
гически активных субстанций. Благодаря уникальной структуре споровой оболочки при ее контакте 
с иммунными клетками обеспечивается сбалансированная T1/T2 активация с формированием клеток 
памяти. Показана эффективная доставка в организм гетерологичных антигенов, цитокинов, ферментов 
и др. [3].

Созданные учеными ГНЦ ВБ «Вектор» в  конце 80-х годов рекомбинантный пробиотический 
штамм B. subtilis, продуцирующий интерферон-α, и  препарат Субалин® на его основе являют-
ся первым успешным примером создания живой системы доставки  – «живой биофабрикой» [4]. 
Биологические и экологические свойства штамма Субалина® были всесторонне изучены авторами – 
разработчиками препарата и другими исследователями [5–7]. Показаны безвредность и биомедицин-
ский потенциал штамма как живого терапевтического агента по доставке молекул интерферона-α. 
Споры и препарат Субалин® на их основе при введении в организм обладают способностью пода-
влять репликацию ДНК и РНК вирусов [8], ингибировать рост опухолей и метастазов в эксперименте 
на модели легочной саркомы Льюиса [6, 9]. Выраженные адьювантные свойства штамма продемон-
стрированы при совместном введении с вакцинами против вируса чумы плотоядных и энтерального 
парвовируса [10]. Применение субалина и более поздних его аналогов (ветом и суб-про) повышает 
уровень потенциального здоровья и хозяйственно-товарной полезности сельскохозяйственных жи-
вотных (свиньи, крупного рогатого скота), птицы, плотоядных и рыб, что отражено в многочислен-
ных публикациях (несколько десятков ссылок на запрос в  интернет-ресурсе по ключевому слову 
«субалин», «ветеринария»).
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Сочетанные (антивирусные, противоопухолевые и  иммуномодулирующие) эффекты Субалина 
явились обоснованием для оценки его влияния на процесс вирусного канцерогенеза при ВЛКРС пу-
тем моделирования процесса на мышах, инфицированных вирусом лейкоза Раушера (Rouse sarcoma 
virus). Оба вируса относятся к семейству ретровирусов (Retroviridae), имеют значительную гомологию 
в структуре вирусных геномов и провирусов, имеют схожие прямые «драйверы» опухолевого процес-
са [11]. Вирусы имеют общие иммунные мишени: лимфоузлы, селезенка, перитонеальные макрофаги 
и  спленоциты. Нормальная активность иммунных клеток резко снижена уже на первых этапах ин-
фицирования. Имеются отличия в  течении поздней стадии патологического процесса. В  отличие от 
ВЛКРС, который обладает тропизмом к лимфоидным клеткам и размножается в них, доминирующей 
особенностью вирусного лейкоза Раушера является гиперплазия проэритробластов вместе с увеличе-
нием количества мегакариоцитов. Их быстрая пролиферация приводит к  быстрому увеличению се-
лезенки. В терминальной стадии в паренхиме селезенки отмечают геморрагические и некротические 
области разной величины, приводящие в некоторых случаях к гибели животных от внутриперитонеаль-
ного кровотечения [12].

Мы предположили, что введение Cубалина® на ранней стадии канцерогенеза может восстановить, 
хотя бы частично, функциональную активность иммунных клеток и снизить репликацию вируса в ор-
ганах-мишенях. Положительный эффект может быть усилен внутрибрюшинным способом введения, 
обеспечивающим максимальное приближение к органам и клеткам-мишеням вируса терапевтической 
субстанции – интерферона-α. Терапевтическая эффективность субтилитерапии (лечение пробиотиками 
на основе B. subtilis) была продемонстрирована при лечении вирусного энцефалита у человека путем 
введения спор под мозговые оболочки, лечении туберкулеза и других инфекционных и неинфекцион-
ных легочных заболеваний аэрозольным путем [13]. В работе подчеркивается, что культуру помимо 
перорального способа введения можно вводить и другими путями (внутрибрюшинно, парентерально 
и пр.) в зависимости от локализации патологического процесса. Приводятся экспериментальные дан-
ные полной элиминации спор из организма животных через несколько часов после парентерального 
введения спор, что свидетельствует о высокой безопасности субтилитерапии [13].

Нами ранее были получены данные о положительном влиянии споровых клеток рекомбинантно-
го штамма на иммунные клетки и органы мыши при внутрибрюшинном введении Cубалина [14,15]. 
Однако полученные результаты требовали более детального изучения безопасности и эффективности 
внутрибрюшинного способа введения Субалина.

Цель настоящей работы – изучение безвредности внутрибрюшинного введения субалина и его те-
рапевтической эффективности при вирусном лейкозе Раушера для оценки его биомедицинского потен-
циала как живой системы доставки лекарственных субстанций, в частности интерферона – альфа.

Из поставленной цели вытекают следующие задачи исследования:
1) провести сравнительный анализ безвредности Субалина по показателям острой токсичности 

в дозах, многократно превышающих терапевтические при внутрибрюшинном и внутривенном спосо-
бах введения;

2) оценить влияние субалина на морфологию потенциальных органов-мишеней для вируса Раушера 
(селезенка, лимфатические узлы) на интактных мышах и инфицированных вирусом Раушера;

3) оценить влияние Субалина на иммунные клетки-мишени (спленоциты) на интактных мышах 
и инфицированных вирусом Раушера при воздействии дополнительных стимулов и без стимулов.

Для изучения безвредности внутрибрюшинного введения мышам культуры B. subtilis 2335/105 
(ВКПМ4790) препарата Субалин® в работе был использован препарат, изготовленный по утверж-
денным техническим условиям серия 020910 [16]. В опыт взяты белые беспородные мыши массой 
10–12 г. Животным вводили внутрибрюшинно культуру B. subilis 2335/105 в виде суспензии в дозах 
10х10 9 КОЕ, т. е. многократно превышающих рекомендуемые [17]. Для сравнительного анализа су-
спензия была введена мышам внутривенно в дозе 5х10 9КОЕ. У животных отмечали наличие аппе-
тита, анализировали все случаи отклонения от нормального физиологического состояния: снижение 
активности, угнетение, заболевание, гибель и др. Выборочно измеряли температуру тела. В течение 
всего периода следили за изменением живой массы тела животных. Гистологические исследования 
проводили в соответствии с рекомендациями по проведению оценки острой токсичности в доклини-
ческих исследованиях [18].
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Наблюдение за животными проводили в течение 7 дней. Через 1 и 7 суток умерщвляли глубоким 
эфирным наркозом по 5 мышей из каждого варианта опыта и проводили макроскопические исследо-
вания внутренних органов, а также отбирали различные органы для гистологического изучения: пе-
чень, почки, легкие, селезенку, кишечник, мезентеральные лимфатические узлы, головной мозг, тимус. 
Материал фиксировали в растворе формалина, парафиновые срезы окрашивали гематоксилином и эо-
зином.

Для изучения влияния субалина на иммунные органы и клетки у интактных и инфицированных 
вирусом Раушера мышей в работе был использован препарат серии 020910, изготовленный в соответ-
ствии с  утвержденными техническими условиями [16]. Для эксперимента отобраны самки мышей 
BALB/c в возрасте 2,5–3 месяца, массой 18–22 г. Животных разделили на группы: группа инфициро-
ванных вирусом (условно – антиген (АГ)), группа Субалин, группа Субалин+антиген и группа контро-
ля. Животным экспериментальных групп введение соответствующего биоматериала выполнялось од-
новременно, путем внутрибрюшинной инъекции. В группе антиген животных заражали вирусом лей-
коза Раушера. Методика заражения описана ранее [19]. В группе Субалин каждому животному вводили 
препарат Субалин в количестве 1,5 дозы (КОЕ доза отработана в предварительных опытах). В группе 
Субалин+антиген, кроме антигена в указанной дозировке (1/1000 часть селезенки), каждому животно-
му вводили препарат Субалин в количестве 1,5 дозы. Контролем служила группа здоровых животных, 
которым вводили физиологический раствор в объеме 0,5 мл.

Материал для исследования (подвздошные лимфатические узлы и селезенку) забирали через 2 и 11 
месяцев от начала эксперимента и у каждого погибшего животного. Фиксацию материала выполняли 
10 %-м раствором формалина. Срезы лимфоидных органов готовили традиционным способом для по-
лучения гистологического препарата. Окраску проводили гематоксилин-эозином по Майеру и азур-эо-
зином по Нохт-Максимову [20, 21]. Морфометрию осуществляли методом точечного счёта с помощью 
стандартной сетки (256 точек), вмонтированной в окуляр микроскопа МБС-10. Используя принципы 
стереометрии и метод наложения точечных морфометрических сеток [22], определяли объемную плот-
ность структур лимфоидных органов. Определяли площади коркового и мозгового вещества и площа-
ди их отдельных структур. Отношение удельной площади коркового вещества к  удельной площади 
мозгового (корково-мозговой индекс – к/м) рассчитывали для лимфатических узлов в каждой экспе-
риментальной группе. По нему ориентировались при определении типа лимфоузла [23]. Выделение 
структурных компонентов и дифференцировку клеточных форм в лимфатических узлах и селезенке 
производили с учетом Международной гистологической номенклатуры [23]. Клетки лимфоидных ор-
ганов распознавали, используя имеющиеся рекомендации [24, 25].

Для оценки функциональной активности лимфоидных клеток изучали влияние антигена на спон-
танную и стимулированную митогенами пролиферацию спленоцитов. Пролиферативную активность 
клеток оценивали по включению Н3-тимидина в ДНК делящихся клеток. Результаты оценивали в им-
пульсах в  минуту на 100x103 клеток, подсчитывали средние значения по триплету. Оценку данных 
проводили в абсолютных значениях.

1. Изучение безвредности внутрибрюшинного введения мышам культуры B. subtilis 2335/105 
в составе препарата Субалин®.

Таблица 1
Результаты изучения безвредности культуры B.subtilis 2335/105

Способ ввдения Доза /кол-во микробных клеток, 
млрд Кол-во животных Заболело Пало Выжило

Внутривенно 5 10 0 0 10
Внутрибрюшинно 10 10 0 0 10
Контроль 0 10 0 0 10

Как видно из таблицы, в опытных группах, как и в контроле, все животные выжили, случаи забо-
левания отсутствовали.

Результаты гистологического исследования контрольных животных. На 2 из 10 препаратов от 
контрольных животных обнаружены поражения печени: множественные очаги некрозов с перифокаль-
ным гнойным воспалением; множественные мелкие инфильтраты, очаги продуктивного воспаления 
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и склероза, в отдельных очагах найдены личинки паразитов. Отмечено также поражение мезентери-
альных лимфоузлов и селезенки такого же характера. Обнаруженные морфологические изменения во 
внутренних органах контрольных животных свидетельствуют о наличии у них спонтанной патологии.

Результаты гистологического изучения воздействия культуры B. subtilis 2335/105 в составе пре-
парата Субалин. Все спонтанные животные клинически были здоровыми. При макроскопическом из-
учении внутренних органов признаки патологии не обнаружены.

Через 1 сутки после внутривенного введения Субалина в дозе 5 млрд м. к. у двух животных выяв-
лена небольшая интерстициальная реакция в легких. Признаков патологических реакций в иммунной 
системе и других внутренних органах не установлено. Через 7 суток у всех животных отмечена уме-
ренная диффузная инфильтрация интерстициальной ткани легких макрофагами и лейкоцитами. Других 
реакций во внутренних органах не выявлено.

Через 1 сутки после внутрибрюшинного введения Субалина в дозе 10 млрд м. к. у животных най-
дены изменения только в легких такого же характера, как было отмечено выше. У двух животных не-
большая очаговая реакция в паранефральной клетчатке в виде лейкоцитарной инфильтрации. Других 
изменений не обнаружено. Через 7 суток интерстициальные изменения в легких в слабой форме сохра-
нились у одного животного. Других каких-либо нарушений при изучении этого опытного материала не 
установлено.

Проведенные исследования, в том числе и гистологические [18], показали, что культура B. subtilis 
и Субалин® на ее основе при внутрибрюшинном и внутривенном введении не вызывают во внутрен-
них органах животных никаких изменений, даже в дозах, значительно превышающих рекомендуемые. 
Это свидетельствует об отсутствии у культуры и препарата токсических свойств, что позволяет исполь-
зовать внутрибрюшинное введение как более приближенное к сайтам-мишеням вируса, а следователь-
но, потенциально более эффективное.

2. Влияние Субалина на иммунные органы и клетки у интактных и инфицированных виру-
сом Раушера мышей в экспериментальной модели вирусного канцерогенеза.

Влияние Субалина на лимфоузлы интактных и  инфицированных вирусом Раушера животных. 
Введение Субалина® вызвало изменения в подвздошном лимфатическом узле (табл. 2). Так, через 2 
месяца после инъекции препарата отмечается усиление транспортной функции (увеличение краево-
го синуса в 2 раза), незначительная «компактизация» (Бородин Ю. И., 1969) – повышение количества 
коркового вещества на 6,58 % при сохранении фрагментированного типа строения данного лимфати-
ческого узла (корково-мозговой индекс 0,7). Расширение паракортикальной зоны говорит об усилении 
Т-клеточного иммунитета. Увеличение митозов в 2 раза в мозговых тяжах по сравнению с контрольной 
группой свидетельствует о стимуляции В-клеточного звена препаратом Субалин у мышей через 2 ме-
сяца. Рост количества клеток плазматического ряда в мозговых синусах лимфатического узла также 
отражает интенсивность гуморальных иммунологических реакций.

При введении препарата Субалин совместно с  антигеном (вирусом лейкоза Раушера) через 2 
месяца после начала эксперимента основные изменения происходят в  В-зоне лимфатического узла. 
Уменьшение площади герминативных центров и мозговых тяжей (В-зона) подтверждает угасание гу-
морального иммунного ответа. Возрастание количества молодых форм (лимфобластов и митотически 
делящихся клеток в герминативном центре, средних плазмобластов и плазмобластов в мозговых тяжах) 
клеточного состава говорит об усилении лимфоцитпродуцирующей функции данного лимфатического 
узла на этом этапе эксперимента. Увеличение площади краевого и мозговых синусов свидетельству-
ет об усилении транспортной функции лимфатического узла. В общем же большинство показателей 
близки к контрольным значениям, что, по-видимому, означает некоторую стабилизацию организма при 
применении препарата Субалин в условиях вирусного лейкоза Раушера.

Влияние субалина на селезенку у интактных и инфицированных вирусом Раунира животных. В се-
лезенке через 2 месяца после введения Субалина мы наблюдали стимуляцию В-клеточного иммунно-
го звена, что выражалось в увеличении площади герминативных центров, количества лимфобластов, 
средних лимфоцитов и митотически делящихся клеток в них. Достоверное увеличение по сравнению 
с контрольной группой плазмобластов и митозов в мозговых тяжах подтверждает усиление гумораль-
ных иммунологических реакций. Морфофункциональное изучение изменений селезенки животных 
после совместного воздействия антигена и Субалина показало, что в гиперпластический период раз-
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вития заболевания, через 2 месяца наблюдения, площадь белой пульпы уменьшилась как по сравне-
нию с контролем, так и по сравнению с группой Субалин, но все-таки оставалась выше, чем в группе 
антиген, что может говорить о стимулирующем иммунном воздействии Субалина в условиях развития 
вирусного лейкоза. Признаки активации иммунной реакции отражаются в увеличении количества лим-
фобластов и  митотически делящихся клеток, а  также плазмобластов и  плазмоцитов в  белой пульпе 
селезенки и в синусах красной пульпы.

Влияние Субалина на спленоциты у интактных и инфицированных вирусом Раушера животных. 
Уровень спонтанной и  ConA-стимулированной пролиферации спленоцитов в  группе антиген+Суба-
лин был низким в ранний период исследования, близким по значению к группе антигена (см. табл. 2). 
В терминальном периоде уровень спонтанной пролиферации не отличался от контрольных значений, 
а уровень митоген-стимулированной пролиферации так и остался пониженным.

Таблица 2
Изменения лимфоидных органов и спленоцитов при внутрибрюшинном введении препарата Субалин 
в условиях экспериментального лейкоза Раушера у мышей в гиперпластический период заболевания 

(M±m,%)

Показатели Антиген Cубалин Субалин+ 
антиген Контроль

Лимфоузлы
Площадь краевого синуса 0,89±0,07 1,40±0,08* 1,09±0,08*● 0,65±0,10
Площадь паракортикальной зоны 29,30±1,15* 31,27±0,59* 27,32±1,10∆ 23,71±1,10
Митозы в мозговых тяжах 1,80±0,11* 1,20±0,060* 0,92±0,10● 0,61±0,10
Незрелые плазмоциты в мозговых синусах 14,96±0,58* 18,89±0,52* 18,95±0,98*● 8,84±0,45

Селезенка
Площадь герминативного центра 3,30±0,18* 9,14±0,20* 6,69±0,29●∆ 6,93±0,20
Лимфобласты в герминативном центре 3,93±0,23* 3,70±0,11* 3,52±0,32* 1,65±0,12
Средние лимфоциты в герминативном центре 16,71±0,70* 14,18±0,64* 11,50±0,74● 12,23±0,21
Митозы в тяжах красной пульпы 0,52±0,11 1,50±0,02* 1,08±0,12*∆● 0,43±0,10
Плазмобласты в тяжах красной пульпы 2,45±0,26 5,12±0,11* 3,54±0,21*∆● 1,67±0,13
Спонтанная пролиферация спленоцитов,  
имп/мин 1067,0±135,7* 15321,5±336,3* 1534,0±160*∆ 8072,0±270,10

ConA-пролиферация спленоцитов, имп/мин 1934,0±106,6* 146894,3±1965,4* 7924,0±904,4*∆● 30603±1312,40
Белая пульпа 19,47 47,30 33,00 41,00

* Разница достоверна (при Р≤0,05) в  сравнении с данными контрольной группы; ∆ разница достоверна (при Р≤0,05) 
в сравнении с данными опытной группы Субалин; ● разница достоверна (при Р≤0,05) в сравнении с данными опытной группы 
антиген.

Таким образом, сравнительный анализ безвредности Субалина как при внутривенном, так и при 
внутрибрюшинном введении в  дозах, многократно превышающих терапевтические, показал отсут-
ствие токсического воздействия на экспериментальных животных.

При однократном внутрибрюшинном введении препарата Субалин морфологические изменения 
подвздошных лимфоузлов свидетельствуют об усилении функциональной активности Т- и В-клеточного 
иммунного звена, а также усилении транспортной функции самих лимфоузлов. Усиление гуморальных 
иммунологических реакций отражается и в морфологической перестройке селезенки животных груп-
пы Субалин.

При введении препарата Субалин совместно с вируссодержащим материалом морфологическая 
перестройка лимфоузла в гиперпластическом периоде показывает усиление лимфоцитпродудирую-
щей функции (по сравнению с группой антигена и с контрольной группой) и в целом стабилизацию 
организма. Площадь белой пульпы селезенки остается больше у  тех животных, которым вместе 
с  вирусом лейкоза вводили Субалин, у  них же отмечается увеличение количества плазмобластов 
и плазмоцитов, т. е., скорее всего, действием Субалина можно объяснить активацию иммунной си-
стемы.

Субалин усиливает спонтанную и конкавалин-стимулированную пролиферацию спленоцитов у не-
инфицированных животных. При введении Субалина совместно с вирусом лейкоза Раушера уровень 
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спонтанной пролиферации оставался таким же сниженным, как и в группе инфицированных живот-
ных, в то время как конкавалин-стимулированная пролиферация увеличилась.

Работа была частично поддержана РФФИ (18–416–540010/18 р_а).
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