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Резюме. IgA является важным компонентом мукозальной системы организма, поскольку ограни-
чивает поступление патогенов в кровоток. С нарушениями в синтезе IgA могут быть связаны такие 
воспалительные заболевания кишечника, как болезнь Крона и неспецифический язвенный колит. 
В кишечнике источником IgA являются как B1-клетки, так и В2-клетки. Особое внимание уделяется 
B1-клеткам, благодаря их способности отвечать преимущественно на Т-независимые антигены вто-
рого типа и вырабатывать естественные антитела. B1-клетками образуется около 50% всех IgA в ки-
шечнике, в числе которых есть и специфические антитела к компонентам микроорганизмов, содер-
жащихся на слизистых в желудочно-кишечном тракте. Механизм образования IgA T-независимым 
способом исследован не достаточно полно. Имеется предположение, что помощь в переключении 
на синтез IgA могут оказывать γδТ-клетки. В пользу этого предположения может свидетельствовать 
совместная локализация с В1-лимфоцитами в слизистой оболочке кишечника и участие наравне с 
В1-клетками в формировании первой линии защиты от патогенов. Кроме того, обе эти субпопуляции 
лимфоцитов появляются в онтогенезе первыми, раньше «классических» В2- и αβТ-клеток. Исходя из 
этого, было сделано предположение, что γδT-лимфоциты могут быть вовлечены в процессы индук-
ции и/или регуляции образования IgM и IgA B1-клетками при ответе на ТН2-антигены.

В настоящей работе было проведено исследование воздействия γδТ-клеток на образование В1-
лимфоцитами IgA- и IgM-продуцентов in vitro в ответ на α(1,3)-декстран. Также было проведено ис-
следование динамики экспрессии мРНК тяжелых цепей IgM и IgA B1-клетками в культурах в разные 
сроки после помещения в систему in vitro.

В ходе исследования было получено, что при совместном культивировании B1-клеток с 20% γδТ-
лимфоцитов не происходит увеличения числа специфичных к декстрану IgM-продуцентов. Экспрес-
сия мРНК тяжелой цепи IgM в совместной культуре в ответ на декстран также была сниженной, по 
сравнению с ответом чистой культуры B1-клеток. Вопреки ранее сделанному предположению, при-
сутствие γδТ-лимфоцитов в культуре не увеличивало образование IgA-продуцентов. Полученные дан-
ные свидетельствуют о проявлении регуляторных свойств γδТ-лимфоцитов при ответе B1-клеток на 
Т-независимые антигены.
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IgM- AND IgA-RESPONSE OF PERITONEAL B1 CELLS TO THE 
TI-2 ANTIGEN WITH IN VITRO PRESENCE OF γδγδT CELLS 
Snegireva N.A.a,  Sidorova E.V. a, Dyakov I.N.a, Gavrilova M.V.a, 

Chernishova I.N.a, Pashkov E.P.b, Svitich O.A.a, b

a I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation  
b I. Sechenov First Moscow State Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. IgA is an important component of the mucosal system of the body. It limits penetration of pathogens 
into the bloodstream. Inflammatory diseases such as Crohn disease and colitis may be associated with disorders 
of IgA synthesis. Both B1 and B2 cells are a source of IgA in the intestines. Special attention is paid to B1 cells, 
which are able to respond to T-independent type 2 antigens and produce natural antibodies. B1 cells produce 
about 50% of the intestinal IgA including specific antibodies to the components of microorganisms contained 
in the gastrointestinal tract. The mechanism of IgA formation in the T-independent way is not investigated in 
details. It was suggested that the γδТ-cells promote switching to IgA synthesis by B1 cells. This assumption may 
be supported by their co-localization with B1 lymphocytes in the intestinal mucosa, as well as participation, 
along with B1 cells, in formation of the first-line defense against the pathogens. In addition, the both lymphocyte 
subpopulations evolve during initial ontogenesis, earlier than “classic” В2 and αβT cells. Therefore, it was 
suggested that γδT lymphocytes may be involved into the processes of induction and/or regulation of IgM and 
IgA production by B1 cells in response to TH2 antigens.

In the present study, we have shown the effect of γδT  cells upon generation of IgM- and IgA-forming B1 
cells in response to α-1,3-dextran in vitro. We also studied the dynamics of the mRNA expression for IgM- and 
IgA-heavy chains by the B1 cells at different terms of in vitro culture.

It was found that, during co-cultivation of B1 cells with 20% γδT lymphocytes, there is no increase in 
the number of dextran-specific IgM-producing cells. The B1 cells exhibited an increase of IgM heavy chain 
mRNA expression in response to dextran but not in co-cultures. Expression of mRNA for IgM heavy chains 
in co-cultures was decreased compared to non-treated B-cell cultures. Contrary to the earlier assumption, a 
presence of γδT lymphocytes in culture did not enhance the formation of IgA producents. The obtained data 
suggest regulatory properties of the γδТ lymphocytes during the B1 cells response to T-independent antigens.

Keywords: IgM, IgA, B1 cells, γδT cells, TI-2 antigen, intestine, dextran

Введение
Мукозальная система кишечника является 

важным компонентом иммунной системы орга-
низма. Факторы врожденного иммунитета, нахо-
дящиеся в слизистой оболочке кишечника, обе-
спечивают баланс с микрофлорой. Кроме того, 
слизистая оболочка является барьером, который 
защищает организм от потенциально вредных 
пищевых антигенов и патогенных микробов [9]. 
В слизистой кишечника локализовано большое 
число иммунных факторов, выполняющих за-
щитные функции.

Микрофлора кишечника представлена раз-
нообразными микроорганизмами. Компонен-
ты микробов являются антигенами различной 
природы, значительная часть которых имеет не-
белковую Т-независимую природу. Они, в свою 
очередь, подразделяются на антигены первого и 
второго рода (ТН1 и ТН2) [28]. Для ТН2-антиге-
нов характерно наличие множества одинаковых 
регулярно расположенных антигенных детерми-
нант. Связывание с В-клеточными рецепторами 
обусловливает их кластеризацию и приводит к 

индукции сигнала, достаточного для инициации 
ответа В-клетки в отсутствие «второго» сигнала 
от Т-лимфоцитов. На ТН2-антигены отвечают 
преимущественно клетки минорной субпопу-
ляции В1-лимфоцитов. К ТН2-антигенам от-
носятся бактериальные полисахариды, полиме-
ризованный флагеллин, а также синтетические 
антигены – поливинилпирролидон, полипеп-
тиды, состоящие из D-аминокислот, конъюгаты 
гаптенов с Т-независимыми носителями и др. 
Таким образом, ТН2-антигены являются важным 
компонентом окружающей среды, и в организме 
сформировалась система взаимодействия с таки-
ми антигенами и микроорганизмами, являющи-
мися их источниками.

К компонентам иммунной системы, отвеча-
ющим за взаимодействие с микрофлорой, от-
носится IgA слизистого секрета кишечника, 
участвующий в регуляции состава кишечной ми-
крофлоры [30]. Принято считать, что IgA явля-
ется основным иммуноглобулином в слизистых 
секретах и вырабатывается как В2-, так и B1-
клетками. В2-лимфоциты локализуются в лим-
фоидной ткани кишечника в основном в Пейе-
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ровых бляшках, а В1 – преимущественно в lamina 
propria [34]. В2-клетки отвечают на Т-зависимые 
антигены (ТЗ) белковой природы и для пере-
ключения классов продуцируемых иммуноглобу-
линов им нужна «помощь» T-клеток. В1-клетки 
отвечают преимущественно на ТН2-АГ и, как 
было отмечено выше, помощь «классических» 
Т-хелперов при этом не вовлекается.

Первым изотипом антител, продуцируемых 
В-лимфоцитом, является IgM. Известно, что в 
«классическом» варианте В2-лимфоцитам для 
смены изотипа антител с IgM на любой другой 
изотип требуется помощь Т-хелперных клеток. 
Как было отмечено выше, В1-лимфоциты не спо-
собны привлекать «классическую» Т-клеточную 
помощь при ответе на Т-независимые антигены. 
В то же время B1-лимфоциты продуцируют зна-
чительную часть IgA в кишечнике [15], что сви-
детельствует о том, что переключение изотипа 
иммуноглобулина в них происходит даже в отсут-
ствие помощи от Т-хелперов.

В настоящее время способность B1-клеток 
переключаться на синтез IgA Т-независимым 
путем уже не подвергается сомнению, однако не 
выяснены механизмы, вовлеченные в этот про-
цесс. В исследовании Macpherson A.J. и соавт. 
(2000) отмечается, что присутствие бактериаль-
ной микрофлоры в кишечнике является необ-
ходимым условием для последующей индукции 
синтеза секреторного IgA [25]. Тем не менее ра-
боты по изучению продукции IgA B1-клетками 
при добавлении ТН2-антигенов in vitro в лите-
ратуре практически не встречаются. Известен 
ряд факторов, способствующих синтезу IgA B1-
клетками [27]. В работе Genestier (2007) показано, 
что различные TLR-лиганды могут индуцировать 
продукцию IgA в B1-клетках in vitro [22]. Извест-
но также, что некоторые цитокины (TGF-β, IL-5, 
IL-15 и BAFF и др.) могут способствовать пере-
ключению на IgA. Помимо гуморальных факто-
ров, на продукцию IgA может влиять и ряд кле-
ток, таких как макрофаги, дендритные клетки и 
др. Участие T-хелперов при этом остается незна-
чительным [27]. Так, известно, что образование 
IgA происходит и у мышей, имеющих дефицит 
Т-лимфоцитов, у CD40-/- или CD28-/- мышей (т.е. 
не имеющих важных костимулирующих моле-
кул, участвующих в индукции Т-зависимого им-
мунного ответа) и т.д. [21]. В работе Fagarasan S. 
(2001) показано, что культивирование IgM+ 
B-клеток вместе со стромальными клетками сли-
зистой оболочки кишечника преимущественно 
усиливает дифференцировку B-лимфоцитов в 
IgA+-плазматические клетки [18]. Также было 
выдвинуто предположение, что на синтез IgA B1-
клетками могут влиять и другие компоненты му-
козальной иммунной системы [27], в частности – 
субпопуляция γδT-лимфоцитов [22, 41]. 

γδT-лимфоциты локализуются преимуще-
ственно в коже и слизистых оболочках [29]. Они 
проявляют различные биологические эффекты: 
могут проявлять цитотоксичность, участвуют 
в иммунорегуляции, презентации антигенов и 
репарации поврежденных тканей и органов [7]. 
Особенности происхождения и полиморфность 
свойств этих клеток обусловливают их способ-
ность участвовать в процессах как врожденного, 
так и адаптивного иммунитета. γδT-лимфоциты, 
вероятно, могут влиять и на синтез иммуногло-
булинов. В пользу этого предположения может 
свидетельствовать совместная локализация с В1-
лимфоцитами в слизистой оболочке кишечника 
и участие наравне с В1-клетками в формирова-
нии первой линии защиты от патогенов. Кроме 
того, обе эти субпопуляции лимфоцитов появля-
ются в онтогенезе первыми, раньше «классиче-
ских» В2- и αβТ-клеток. Исходя из этого, было 
сделано предположение, что γδT-лимфоциты мо-
гут быть вовлечены в процессы индукции и/или 
регуляции образования IgM и IgA B1-клетками 
при ответе на ТН2-антигены [16].

Изучение роли γδT-клеток в продукции IgМ 
и IgA В1-лимфоцитами в слизистой кишечника 
является важной и весьма актуальной задачей в 
области фундаментальной иммунологии. Исхо-
дя из этого, целью представленной работы было 
изучение образования IgM и IgA B1-клетками в 
присутствии γδT-лимфоцитов и ТН2-антигена.

Материалы и методы
Животные 
В работе использовали мышей линии CBA, 

самок, массой 18-20 г. Мыши получены из пи-
томника «Андреевка» ФГБУН «НЦБМТ» ФМБА 
России. Работа с животными проводились со-
гласно рекомендациям в ГОСТ 33215-2014 [5].

Антиген и индукция иммунного ответа
В качестве ТН2-антигена для индукции им-

мунного ответа в B1-лимфоцитах использо-
вали α(1,3)-декстран Leuconostoc mesenteroides 
(Декс) (Sigma, США) в конечной концентрации 
10 нг/ мл в культуре клеток.

In vitro клетки культивировали в 96-луноч-
ных круглодонных планшетах (Nunc, США) в 
СО2-инкубаторе (5% СО2, 37 °С) в среде RPMI 
1640 с добавлением 10% “HI FBS”, 2% антибио-
тиков “PenStrep”, 0,02 M HEPES (Gibco, США), 
5 × 10-

 
7М 2-меркаптоэтанола (Sigma, США), 

0,003M L-глутамина (Gibco, США), 0,001 M пи-
рувата натрия (Gibco, США).

Выделение B1-лимфоцитов
В1-клетки выделяли у мышей СВА из пери-

тонеальной полости. Полный протокол выде-
ления представлен в статье [2]. Для получения 
В-лимфоцитов клетки инкубировали с магнит-
ными бусами, покрытыми антителами крысы к 
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CD19 мыши “CD19 MicroBeads, mouse” (Miltenyi, 
Германия), в течение 15 мин при 4 °С. Смесь пе-
ритонеальных В1- и В2-клеток выделяли на маг-
нитной МS колонке “MS Column” (Miltenyi, 
Германия). Затем методом негативной имму-
номгнитной сепарации удаляли В2-популяцию, 
последовательно инкубируя перитонеальные 
В-клетки вначале с биотинилированными анти-
телами к CD23 мыши “Biotin Rat Anti-Mouse 
CD23” (BD Biosciences, США) (20 мин при 4 °С), 
а затем с магнитными бусами “Biotin Binder 
Dynabeads” (Invirogen, США) (30 мин при +4 °С 
на ротаторе “Multi Bio RS-24” (Biosan, Латвия)). 
В результате выделения получали суспензию B1-
клеток с чистотой более 95%.

Выделение γδT-лимфоцитов 
Выделение γδT-лимфоцитов проводилось с 

помощью модифицированного метода [38]. Ки-
шечник измельчали и промывали в среде RPMI 
1640 с 8% “HI FBS” (Gibco, США) без антибио-
тиков. Для выделения лимфоцитов промытые 
фрагменты кишечника инкубировали на гори-
зонтальном шейкере в среде RPMI 1640 содержа-
щую 8% ЭТС “HI FBS”, 1 мМ ЭДТА (Calbiochem, 
США), 1 мМ дитиотрейтола (ДТТ) (Sigma, 
США), и 2% антибиотиков “PenStrep” (GIBCO, 
США) предварительно прогретой в термостате до 
+37 °С. Состав сред подробно описан в публика-
ции [38]. Полученную суспензию фильтровали 
для удаления остатков кишечника и клеточных 
агломератов и осаждали центрифугированием.

Из полученной суспензии лимфоцитов слизи-
стой оболочки кишечника мыши выделяли γδT-
клетки методом иммуномагнитной сепарации 
с использованием “ТCR γ/δT cell Isolation Kit” 
(Miltenyi, Германия). Полученные γδT-клетки 
переводили в полную среду для культивирова-
ния in vitro и инкубировали согласно схеме опы-
та. Из кишечников 3 мышей удавалось получить 
1,0±0,2 млн γδT-клеток с чистотой 90-92%. 

Клеточный иммуноферментный анализ 
ELISPOT

ELISPOT проводили в планшетах с подложкой 
из нитроцеллюлозы Elispot MultiScreen (Merck, 
США). Для определения числа иммуноглобули-
нобразующих клеток (ИГОК) на нитроцеллю-
лозу сенсибилизировали антитела козы против 
IgM, IgA и IgG мыши “Goat Anti-Mouse IgG, IgA, 
IgM [H+L]” (Invitrogen, США). Для определения 
числа антителообразующих клеток (АОК) к Декс 
фильтры сенсибилозировали Декс в концентра-
ции 10 нг/мл в течение 2 ч при +37 °С, затем 12 ч 
при +20 °С. После сенсибилизации фильтры от-
мывали ФСБ и с помощью 1% БСА блокирова-
ли сайты неспецифической сорбции на мембра-
не. Клетки культивировали на фильтрах 12-18 ч 
в CO2-инкубаторе при 37 °С в среде RPMI 1640 с 
1% ЭТС “HI FBS”.

Для определения числа АОК в лунку планшета 
вносили 100-200 × 103 клеток в 100 мкл среды, для 
определения ИГОК – 5-50 × 103 клеток в лунку. 
По окончании инкубации клетки удаляли. Об-
разовавшиеся иммунные комплексы выявляли с 
использованием иммуноферментного анализа, 
поэтапно добавляя биотинилированные антите-
ла к IgM “Goat Anti-Mouse IgM” или IgA мыши 
“Goat Anti-Mouse IgA” (Invitrogen, США), конъ-
югат Streptavidin HRP “AbD” (Bio-Rad, США) и 
субстратный буфер, содержащий 1,4-хлорнаф-
тол и перекись водорода. Реакцию останавлива-
ли дистиллированной водой. После высыхания 
фильтров подсчитывали число окрашенных то-
чек – «спотов» (каждая точка соответствует клет-
ке). Полученный результат пересчитывали на 106 
клеток.

Оценка экспрессии генов IgM и IgA в В1-
лимфоцитах 

Для оценки экспрессии генов IgM и IgA в В1-
лимфоцитах, из клеток выделяли общую РНК 
на сроки: 0 ч, 1 ч, 1-е, 4-е и 7-е сут. Экстракция 
РНК из клеток проводилась с использованием 
набора для выделения нуклеиновых кислот «Ам-
плиСенс РИБО-сорб» (ИнтерЛабСервис, РФ). 
Для проведения реакции обратной транскрип-
ции (ОТ) в работе использовался набор «ОТ-1» 
(Синтол, РФ). Реакция проводилась по прото-
колу, представленному в инструкции к набору. 
Для постановки ПЦР-РВ применяли метод с 
использованием интеркалирующего красителя 
SYBR Green I и использованием «Haбopа реа-
гентов для проведения ПЦР-РВ в присутствии 
красителя SYBR Green I» (Синтол, РФ). Реакция 
проводилась согласно протоколу, приложенно-
му к набору. Образцы супернатантов, получен-
ные in vitro были исследованы на наличие мРНК 
константных областей иммуноглобулинов IgA и 
IgM. Данные о последовательностях праймеров 
для детекции экспрессируемых генов констант-
ных областей тяжелых цепей IgA (Ig α C region-1, 
sense primer GTCTGCGAGAAATCCCACCA, 
antisense primer CATCTGAACCCAGGAGCAGG) 
и IgM мыши (Ig μ C region. sense primer 
CCTGGCAACCTATGAAAC, antisense primer 
GGATGCTGTGGGTAAAGT) взяты из ста-
тьи [35]. Уровень экспрессии генов иммуногло-
булинов IgM и IgA указаны в количестве копий 
на 106 клеток. 

Статистическая обработка данных
Для обработки результатов применяли не-

параметрический метод анализа с использова-
нием критерия Манна–Уитни. Все графики и 
расчеты выполняли с использованием программ 
GraphPad Prism 6 и Microsoft Office Excel. Досто-
верными считались результаты при p ≤ 0,05. Дан-
ные представлены в форме медиан и 5-95 про-
центилей.
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Результаты
Образование IgM- и IgA-продуцирующих B1-

лимфоцитов при совместной инкубации с γδγδT-
клетками

Первой задачей была отработка систе-
мы in vitro для совместного культивирования 
B1- и γδT-лимфоцитов. Из литературных дан-
ных известно, что в слизистой оболочке ки-
шечника γδ-TCR экспрессируют ≈  20-40% всех  
T-лимфоцитов [14], в зависимости от линии мы-
шей. Ранее было установлено, что γδT-клетки 
мышей линии CBA составляют около 10%, а B1-
клетки – около 5% всех лимфоцитов, выделяе-
мых из тонкого кишечника [38]. 

B1-лимфоциты способны отвечать на 
ТН2-антигены без «классической» помощи 
T-хелперных клеток. Условия экспериментов 
были подобраны так, чтобы обеспечить взаи-
модействие выделенных субпопуляций B1- и 
γδT-лимфоцитов. В эксперименте оценивали 
следующие группы сравнения: интактные B1-
лимфоциты (B1), B1-лимфоциты с добавлением 
10 нг/мл Декс (B1 + Декс), смесь B1- и γδT-клеток 
(B1 + γδT), смесь B1 с γδТ-клетками с добавлени-
ем 10 нг/мл Декс (B1 + γδT + Декс). Число ИГОК 
и АОК определяли на 4-е и 7-е сутки [8].

Предшественниками IgA-продуцентов в 
кишечнике являются преимущественно B1-
клетки. Основным местом локализации В1-
лимфоцитов, помимо слизистых оболочек, яв-
ляются серозные полости, в том числе брюшная 
полость [17], где они составляют около 40% от 
лимфоцитов [11]. В связи с этим в качестве ис-
точника В1-лимфоцитов для оценки влияния 
γδT-лимфоцитов на синтез IgA использовали 
клетки брюшной полости. Для инкубации in vitro 
использовали соотношения γδT- и B1-клеток 1:10 
и 1:5. Сравнивали количество АОК и ИГОК, об-
разованных B1-клетками в монокультуре при 
добавлении Декс с числом АОК и ИГОК, обра-
зованных B1-клетками в ответ на Декс при со-
вместной инкубации с γδT-лимфоцитами. На 
первом этапе работы число IgM- и IgA-АОК и 
ИГОК оценивали на 4-е сутки, γδT- и B1-клетки 
инкубировали в соотношении 1:10 (рис. 1).

При внесении ТН2-антигена Декс в культуру 
число IgM-АОК увеличивалось в 2 раза по срав-
нению с интактными B1-клетками. При этом 
достоверного возрастания числа IgM-ИГОК не 
происходило (рис. 1А). IgA-продуцентов на 4-е 
сутки выявлялось на порядок меньше, чем IgM-
ИГОК. Добавление Декс к В1-лимфоцитам не 
приводило к достоверному изменению числа 
клеток, продуцирующих IgA in vitro (рис. 1В). 
IgA-АОК, специфичных к Декс на 4-е сутки вы-
явлено не было.

Совместное культивирование γδT-клеток с 
B1-клетками в соотношении 1:10, а также до-

бавление к смеси Декс также не приводило к до-
стоверным изменениям числа IgM-АОК и IgM- и 
IgA-ИГОК (рис. 1). По-видимому, γδT-клетки в 
нашем эксперименте не оказывали влияния на 
продукцию неспецифических антител, но были 
способны угнетать образование антител, спец-
ифичных к Декс. 

Поскольку влияния γδT-лимфоцитов на об-
разование АОК и ИГОК B1-клетками при со-
вместной инкубации в соотношении 1:10 выяв-
лено не было, а соотношение γδT- и В1-клеток в 
норме [14] превышает использованное в экспе-
рименте, была предпринята попытка увеличить 
количество γδT-лимфоцитов в культуре в рамках, 
которые позволяла методика их выделения, т.е. в 
2 раза. Последующие эксперименты проводили, 
смешивая γδT- и В1-лимфоциты в соотношении 
1:5.

Совместная инкубация γδT- и B1-клеток с 
Декс в соотношении 1:5 не приводила к увели-
чению числа IgM-АОК. Более того, число IgM-
АОК в этой группе было достоверно ниже чис-
ла IgM-АОК в группе B1-клеток с Декс. Такие 
данные могут указывать на угнетающее действие 
γδT-лимфоцитов на специфический ответ B1-
лимфоцитов на Декс (рис. 2).

Добавление к В1-лимфоцитам как γδТ, так и 
Декс не изменяло индукцию IgA-ИГОК в сравне-
нии с интактными B1-клетками (рис. 2). IgA- АОК 
при этом ни в одной группе выявлено не было. 
По-видимому, добавление Декс in vitro не приво-
дит к увеличению уровня IgA-продуцентов среди 
В1-клеток и γδТ-лимфоциты не влияют на обра-
зование IgA B1-лимфоцитами.

Таким образом, на 4-е сутки различимого вли-
яния γδТ-клеток на продукцию IgA в ответ на 
ТН2-антиген Декс выявлено не было. Предполо-
жили, что для выявления IgA необходима более 
длительная совместная инкубация. Оценивали те 
же показатели на более поздние сроки. Результа-
ты совместной культивации клеток двух субпопу-
ляций в течение 7 суток в соотношении 1:5 пред-
ставлены на рисунке 3.

На 7-е сутки инкубации B1-клеток с Декс вы-
явлено увеличение в 2 раза как IgM-АОК так и 
IgM-ИГОК (рис. 3). При совместном культиви-
ровании B1-и γδT-лимфоцитов с Декс выявлен-
ное число специфичных IgM-АОК было в 2,5 раза 
больше, чем в культуре B1 и γδT без антигена, но 
достоверно не отличалось от числа IgM-АОК в 
культуре B1-клеток с Декс. Такие данные могут 
указывать, что γδT-клетки к 7 суткам перестают 
оказывать влияние на специфический IgM ответ 
B1-клеток на Декс.

По результатам экспериментов можно сде-
лать вывод о супрессирующем влиянии γδT-
лимфоцитов на специфический IgM-ответ на 
ТН2-антиген на 4-е сутки. Поскольку IgA-ИГОК 
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Рисунок 1. Количество Ig-продуцентов на 4-е сутки после инкубации γδγδT- и B1-клеток in vitro в соотношении 1 к 10
Figure 1. The number of Ig-producing cells after co-incubation of γδT and B-1 cells in vitro in a ratio of 1 to 10, 4th day

и IgA-АОК на 7-е сутки выявлено не было, можно 
заключить, что в условиях нашего эксперимента 
взаимодействие с γδТ-клетками не приводило к 
увеличению продукции IgA B1-лимфоцитами. 
Тем не менее отсутствие секретируемых молекул 
может свидетельствовать как об отсутствии их 
индукции, так и о нарушении трансляции и экс-
прессии/секреции. В связи с этим на следующем 
этапе работы был оценен уровень экспрессии ге-
нов тяжелых цепей IgM и IgA. 

Динамика экспрессии генов тяжелой цепи IgM 
и IgА в B1-клетках в присутствии ТН2-антигена  
и/или γδγδT-клеток

Поскольку результаты полученные методом 
ELISPOT не являются достаточными для оценки 
генерации IgA-продуцентов, было решено ис-
пользовать для этой цели молекулярный метод 
исследования ПЦР-РВ. Преимуществом такого 
анализа является возможность выявить синтези-
руемые, но не секретируемые иммуноглобулины.

Клетки γδT- и B1-инкубировали in vitro в со-
отношении 1:5 с добавлением и без добавления 
Декс. Полученные данные по экспрессии гена 
тяжелой цепи IgM приведены на рисунке 4.

В течение первых суток во всех группах кле-
ток изменений в экспрессии IgM не выявилось. 
На 4-е сутки при добавлении к B1-клеткам Декс 

происходило достоверное увеличение экспрес-
сии мРНК тяжелой цепи IgM, что соответствует 
описанным выше результатам, полученным ме-
тодом ELISPOT. К 7-му дню уровень экспрессии 
мРНК IgM увеличивался в 4,6 раза в интактных 
B1-клетках, в 5,7 раза в B1-клетках при добавле-
нии Декс. 

При совместной инкубации B1- и γδТ-клеток, 
как с Декс, так и без него динамика экспрессии 
мРНК IgM была аналогичной динамике в ин-
тактных B1-лимфоцитах. Добавление Декс к 
смеси B1- и γδТ-клеток не приводило к усилению 
экспрессии мРНК тяжелой цепи IgM на 4-е сутки 
и на 7-е сутки. Такие данные могут указывать на 
супрессирующее действие γδT-лимфоцитов, ко-
торое задерживает развитие ответа B1-клеток при 
контакте с Декс in vitro. 

Результаты оценки экспрессии мРНК тяжелой 
цепи IgA в динамике указывают на ее усиление к 
4-м суткам во всех группах. На 7-е сутки значения 
выходили на плато (рис. 5). В культуре B1+Декс 
экспрессия мРНК тяжелой цепи IgA была выше, 
чем в остальных группах. На 7-е сутки различий 
в экспрессии IgA в исследуемых культурах клеток 
уже не выявлялось.

Экспрессия мРНК тяжелой цепи IgA была вы-
явлена у интактных B1-клеток и в смеси γδТ- и 
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B1-лимфоцитов без антигена при инкубации в 
соотношении 1:5. Она увеличивалась уже в пер-
вый час совместной инкубации (в 4,5 и в 5,4 раза 
соответственно), однако через сутки экспрессия 
снижалась до исходного уровня. 

Добавление антигена Декс к смеси клеток 
B1 и γδТ не вызывает достоверного увеличения 
экспрессии мРНК тяжелой цепи IgA в течение 
первого часа, однако на 1-е сутки наблюдается 
наибольшее возрастание этого показателя отно-
сительно нулевой точки в сравнении с другими 
группами. Отсутствие усиления экспрессии IgA в 
1-й час в группах с Декс можно объяснить пре-
имущественным ответом В-лимфоцитов вообще 
и B1-клеток в частности при первом контакте 
с антигеном продукции IgM. По той же причи-
не происходит усиление экспрессии IgM во всех 
группах вплоть до четвертых суток, где наиболь-
шие уровни отмечаются при добавлении Декс к 
B1-клеткам.

Экспрессия мРНК тяжелых цепей IgA на 1-е 
сутки усиливалась во всех группах. При этом в 
группе B1-клеток с добавлением ТН2-антигена 
экспрессия возрастала в 6,5 раз, тогда как в 
остальных группах отмечалось усиление не более 
чем в 2 раза (рис. 5). Такие результаты могут быть 
объяснены супрессорным действием γδT-клеток 

на способность В1-лимфоцитов экспрессировать 
IgA in vitro в ответ на ТН2-антиген.

Обсуждение
В литературе есть большое количество дан-

ных, касающихся разнообразия субпопуляций 
γδТ-клеток, их локализации, свойств и роли в 
различных иммунных процессах. Однако о ме-
ханизмах взаимодействия γδT- с B-лимфоцитами 
известно мало. В частности показано, что γδT-
клетки мыши способны взаимодействовать с 
клетками сингенной В-клеточной лимфомы и 
индуцировали ее дифференцировку [13]. Поми-
мо этого, встречаются сообщения о способности 
γδТ-лимфоцитов поддерживать и модулировать 
продукцию антител и влиять на дифференциров-
ку популяций B-клеток селезенки [23]. Мыши 
с дефицитом αβT-лимфоцитов сохраняют спо-
собность продуцировать антитела Т-зависимых 
подклассов IgG1 и IgE, что предполагает участие 
в этом процессе CD4+ γδТ-клеток [32]. Упомина-
ется также опосредованное влияние γδT-клеток 
на продукцию антител. Rezende и соавт. (2015) 
показывают, что γδT-клетки могут индуциро-
вать CD4+ FoxP3+ регуляторные Т-клетки, кото-
рые способны подавлять гуморальный ответ [12]. 

Рисунок 2. Количество Ig-продуцентов на 4-е сутки после инкубации γδγδT- и B1-клеток in vitro в соотношении 1 к 5
Figure 2. The number of Ig-producing cells after co-incubation of γδT and B-1 cells in vitro in a ratio of 1 to 5, 4th day

4-е сут.
4th day

*p < 0,05

1 2 3 41 2 3 4

1 2 3 4

200000

150000

100000

50000

0

6000

4000

2000

0

150

100

50

0

γδT : B-1 = 1:5

A (A) Б (B)

В (C)

Пр
од

уц
ет

ов
 на

 10
6

pr
od

uc
ing

 ce
lls

 by
 10

6

1

2

3

4

B-1

B-1 + Декс  / B-1 + Dex

B-1 + γδT

B-1 + γδT + Декс / B-1 + γδT + Dex

* *

IgM ИГОК
IgM IPC

IgM ИГОК
IgM IPC

IgM AОК
IgM APC



252

Snegireva N.A. et al.
Снегирева Н.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Рисунок 3. Количество Ig-продуцентов на 7-е сутки после инкубации γδγδT- и B1-клеток in vitro в соотношении 1 к 5 
Figure 3. The number of Ig-producing cells after co-incubation of γδT and B-1 cells in vitro in a ratio of 1 to 5, 7th day

Рисунок 4. Динамика экспрессии мРНК тяжелой цепи 
IgM B1-клетками
Примечание.* – p < 0,05.
Figure 4. An heavy chain IgM mRNA expression dynamics in the 
B-1 cells
Note. *, p < 0.05.

Рисунок 5. Динамика экспрессии мРНК тяжелой цепи IgA 
B1-клетками
Примечание.* – p < 0,05.
Figure 5. An heavy chain IgA mRNA expression dynamics in the 
B-1 cells
Note. *, p < 0.05.
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Однако большинство упомянутых исследований 
описывают γδТ-клетки селезенки. 

Имеется сообщение, что у мышей, у которых 
полностью отсутствуют γδT-лимфоциты, IgA-
ответ на холерный и столбнячный токсин были 
значительно снижен в сравнении с нормой [20]. 
Однако практически отсутствуют данные о непо-
средственном воздействии γδТ на продукцию ан-
тител. Ранее в опытах с мышами линии С57BL/6, 
нормальными и нокаутными по γδ (γδТ-

 ) in vivo 
нами были получены данные, что у нокаутных 
особей число IgA-продуцентов в селезенке нор-
ме и при иммунизации Декс также было сниже-
но по сравнению с обычными С57BL/6 мышами. 
Однако введение Декс приводило к пропорци-
ональному увеличению числа тотальных IgM и 
IgA-продуцентов у мышей обеих групп. По таким 
данным отсутствие в организме γδT-клеток не 
влияло на количество и соотношение IgM- и IgA-
ИГОК в ответ Декс [6].

В настоящей работе была проведена оценка 
влияния γδT-клеток на образование IgM и IgA 
B1-лимфоцитами перитонеальной полости мы-
шей CBA в присутствии ТН2-АГ Декс. Для этого 
была отработана система in vitro, где B1-клетки 
культивировали вместе с γδТ-лимфоцитами с до-
бавлением антигена Декс.

Увеличение числа IgM-АОК (АТ к Декс) при 
добавление антигена к В1-лимфоцитам в 1,5-2 
раза на 4-е сутки согласуется с полученными в 
предыдущих работах данными [1]. Пик продук-
ции и экспрессии IgM приходился на 4-е сутки, 
что подтверждалось использованными метода-
ми. Продукция и экспрессия IgA количественно 
уступала IgM, несмотря на резкий, но кратковре-
менный пик усиления экспрессии мРНК тяже-
лой цепи IgA. Это может означать, что экспрес-
сия в данном случае не приводила к трансляции 
тяжелых цепей IgA. Интересно также отметить, 
что «всплеск» экспрессии мРНК тяжелой цепи 
IgA выявился только в группах, где отсутствует 
ТН2-антиген.

Сравнение данных по числу IgM-ИГОК пока-
зывает, что ярко выраженного увеличения числа 
IgM-ИГОК под действием Декс не происходит, 
что коррелирует с данными литературы, согласно 
которым ТН2-антигены являются низкоиммуно-
генными [21].

Результаты исследования образования 
IgM и IgA-продуцентов показывают, что γδT-
лимфоциты, вероятно, оказывают супрессирую-
щее действие на специфический IgM-ответ B1-
клеток на ТН2-антиген Декс на ранних сроках 
in vitro. При этом само присутствие γδT-клеток 
в культуре без антигена не снижает образование 
естественных IgM-продуцентов в B1-лимфоцитах 
in vitro.

Тем не менее на 7-е сутки в культуре клеток 
выявляется ответ на Декс в культуре B1- и γδТ-
клеток. Вероятно, происходит снижение влияния 
γδT-клеток на ответ B1 клеток на ТН2-антиген 
Декс в использованных нами экспериментальных 
условиях. Также можно предположить, что сразу 
после выделения из кишечника γδT-лимфоциты 
проявляют регуляторные свойства и способны 
угнетать иммунный ответ in vitro, однако после 
длительной инкубации в отсутствие специфи-
ческих факторов микро окружения они теряют 
эту способность. Обратимое изменение свойств 
клеток в результате инкубации in vitro было ранее 
продемонстрировано нами на примере В-клеток 
перитонеальной полости [3, 4].

Результаты исследования экспрессии мРНК 
IgM и IgA под действием γδТ и сопоставление 
этих данных с результатами образования Ig-
продуцентов предполагают супрессирующее 
воздействие γδT-лимфоцитов в ответ на добав-
ление ТН2-АГ Декс. По-видимому, γδT-клетки 
способны подавлять индукцию B1-клеток ТН2-
антигеном. Известно, что γδT-клетки могут об-
ладать как эффекторными, так и регуляторными 
свойствами. Они способны продуцировать про-
тивовоспалительный цитокин IL-10, который, 
наряду с IL-4, важен для переключения изотипов 
иммуноглобулинов [24, 31].

Данные по экспрессии мРНК на 4-е сутки не 
противоречат данным по числу IgM-продуцентов, 
полученные методом ELISPOT, где при добавле-
нии Декс достоверно возрастает продукция IgM 
B1-клетками, но при добавлении Декс к смеси 
В1 и γδT-лимфоцитов такого увеличения не про-
исходит. И в этом случае γδT-клетки, вероятно, 
оказывали супрессирующее действие на функ-
циональную активность B1-клеток при ответе на 
Декс.

Следует отметить, что при совместной инку-
бации B1- и γδТ-клеток без антигена абсолютные 
значения экспрессии мРНК тяжелой цепи IgM 
в этой группе были самыми низкими, что также 
может указывать на супрессирующее действие 
γδT-лимфоцитов на функциональную актив-
ность B1-клеток.

По результатам настоящей работы можно за-
ключить, что γδT-клетки слизистой оболочки 
тонкого кишечника мыши способны супресси-
ровать выработку IgM и IgA при ответе на ТН2-
антиген, а не усиливать, как предполагалось 
ранее. Такой эффект может быть обусловлен не-
достатком активирующих провоспалительных 
сигналов в использованной нами системе in vitro.

Роль B1-клеток в хронических воспалитель-
ных заболеваниях кишечника в настоящее время 
активно изучается. Согласно данным литера-
туры B1-клетки играют регуляторную роль при 
Th2-опосредованных колитах, вероятно, путем 
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продукции IL-10 и, вероятно, продукцией есте-
ственных антител. Способность противостоять 
образованию колитов коррелировала с продук-
цией естественного IgM B1-клетками [10, 36]. 
Встречаются сведения о способности B1a-клеток 
представлять антиген и способствовать диффе-
ренцировке Т-лимфоцитов в Th17-клетки. Таким 
образом, они могут способствовать развитию ау-
тоиммунных процессов при нарушении их IL-10-
опосредованных супрессорных функций [33]. 

γδТ-клетки могут выступать в роли регуля-
торных и эффекторных клеток. Одни популяции 
γδT-клеток кишечника защищают эпителиаль-
ные клетки кишечника за счет продукции факто-
ров роста, тогда как другие популяции способны 
приводить к негативным последствиям [24]. Так-
же у пациентов с язвенным колитом и болезнью 
Крона было показано значительное увеличение 
экспрессии хемокинового рецептора CCR9, рас-
положенного на циркулирующих γδТ-клетках. 
Этим можно объяснить рецидивы названных 
заболеваний [19, 26]. Таким образом, роль γδT-
клеток в иммунитете неоднозначна, и дальней-
шее исследование этих клеток может быть полез-
ным для понимания механизмов воспалительных 
заболеваний кишечника.

Немаловажным фактором иммунитета служит 
IgA. А поскольку B1-лимфоциты вносят большой 
вклад в синтез IgA, то изучение функциональной 
активности этих клеток имеет большое значение. 

Появляется все больше доказательств, что дефи-
циты IgA связаны с аутоиммунными процесса-
ми [37]. А также изменение состава микрофлоры 
слизистых может вносить свой вклад в патогенез 
аутоиммунных заболеваний [40]. Изучение ме-
ханизмов продукции IgA клетками кишечника 
может быть информативным для изучения имму-
нопатогенеза воспалительных заболеваний сли-
зистой кишечника, а также для разработки вак-
цин нового поколения.

Учитывая такие сходства B1- и γδT-лимфо-
цитов, как раннее появление в онтогенезе, преи-
мущественная локализации в слизистых, участие 
в первой линии защиты, наличие регуляторных 
свойств, можно предположить, что γδT-клетки и 
В1 могут взаимодействовать при реализации сво-
ей функциональной активности.

В настоящей работе было впервые продемон-
стрировано влияние γδT-лимфоцитов на син-
тез IgM и IgA B1-клетками. Было показано, что 
продукция IgM B1-лимфоцитами может быть 
супрессирована γδT-клетками. Это означает, что 
сделанное раннее предположение о роли γδT-
лимфоцитов как Т-хелперов для продукции IgA в 
ответ на ТН2-антигены не подтверждается. 

Изучение клеточной биологии B1-лимфо-
цитов, взаимодействие их с клетками микро-
окружения поможет разработать новые подходы 
к профилактике инфекционных, аутоиммунных 
и воспалительных заболеваний.
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