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Аннотация: 

В настоящее время, описаны только некоторые аспекты физического 

контактного антигенспецифического взаимодействия лимфоцитов с 

гранулоцитами (5), а между тем известно, что не только различные 

субпопуляции лимфоцитов, но и макрофаги играют ведущую роль в 

формировании специфического (адаптивного) иммунитета. В последние годы 

нейтрофилы также стали рассматриваться как клетки, участвующие в 

распознавании патогена, поэтому физическое взаимодействие данных клеток, 

экскорпорированных из иммунного организма, в присутствии причинно 

значимого антигена in vitro представляет несомненный интерес. По мнению 

некоторых исследователей для изучения специфического клеточного 

иммунного ответа, как критерия оценки эффективности проведения 

иммунизации, целесообразно использовать лабораторные методы in vitro с 

использованием  специфических антигенов [7]. Цель данной работы 

заключалась в изучении возможности оценки индикации специфического 

иммунитета in vitro с помощью характеристики физического  

антигенспецифического взаимодействия мононуклеаров с гранулоцитами, 

выделенных из крови крыс, иммунизированных дезинтегрантом 

стафилококка, в присутствии неполного адъюванта Фрейнда. При этом 

оценивался количественный уровень розеткообразующих мононуклеарных 

клеток взаимодействующих с тремя и более гранулоцитами in vitro в 

присутствии данного антигена. Результаты исследования показали 

возрастание количественного уровня розеткообразующих мононуклеарных 

клеток, по сравнению с аналогичным показателем неиммунных крыс 

контрольной группы. В работе рассматривается возможное участие в 

реализации данного иммунологического феномена субпопуляций Т-

лимфоцитов периферической крови (наивные  Т-клетки,  CD45RA-

позитивные эффекторные клетки, антигенреактивные Т-клетки), а также NK-

клеток, моноцитов и нейтрофилов. Предполагается, что данный метод может 

найти применение для  выявления иммунного ответа, однако молекулярный 

механизм этого иммунологического феномена и его иммунологическая 

классификация (отнесение к клеточному или клеточно-опосредованному 

типу реакции с  участием клеточно-фиксированных антител) нуждается в 

дальнейшем изучении. 
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Abstract: 

 Currently, only some aspects of the physical contact antigen-specific interaction of 

lymphocytes with granulocytes have been described (5), but meanwhile it is known 

that not only various subpopulations of lymphocytes, but also macrophages play a 

leading role in the formation of specific (adaptive) immunity. In recent years, 

neutrophils have also become regarded as cells involved in the recognition of a 

pathogen; therefore, the physical interaction of these cells, which are excorded 

from the immune system, in the presence of a causally significant antigen in vitro 

is of undoubted interest. According to some researchers, to study a specific cellular 

immune response as a criterion for assessing the effectiveness of immunization, it 

is advisable to use laboratory methods in vitro using specific antigens [7]. The aim 

of this work was to study the feasibility of assessing the indication of specific 

immunity in vitro by characterizing the physical antigen-specific interaction of 

mononuclear cells with granulocytes isolated from rat blood immunized with 

staphylococcal disintegrant in the presence of incomplete Freund's adjuvant. In this 

case, the quantitative level of rosettingformation mononuclear cells interacting 

with three or more granulocytes in vitro in the presence of this antigen was 

evaluated. The results of the study showed an increase in the quantitative level of 

rosetting mononuclear cells, compared with the same indicator of non-immune rats 

of the control group. The paper considers the possible participation in the 

implementation of this immunological phenomenon of subpopulations of 

peripheral blood T-lymphocytes (naive T cells, CD45RA-positive effector cells, 

antigen-reactive T cells), as well as NK cells, monocytes and neutrophils. It is 

assumed that this method can be used to detect an immune response, however, the 

molecular mechanism of this immunological phenomenon and its immunological 

classification (attribution to the cellular or cell-mediated type of reaction involving 

cell-fixed antibodies) needs further study. 

Keywords: artificial immunity, immune response, mononuclear cells, monocytes, 

granulocytes, neutrophils, interaction.  

 

Введение 

 

       Идея разработки метода оценки клеточного иммунитета путем изучения 

антигенреактивных лимфоцитов и гранулоцитов возникла в процессе 

изучения антигенсвязывающих лимфоцитов при остром инфаркте миокарда 

[1,2]   с использованием способа приготовления клеточной взвеси на стекле 

[3].  
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        Исследования контактного взаимодействия лимфоцитов и моноцитов с 

гранулоцитами начали проводиться нами еще в восьмидесятых – девяностых 

годах прошлого века, когда на базе Киргизского НИИ эпидемиологии, 

микробиологии и гигиены были проведены серии экспериментов в данном 

направлении с клетками иммунной системы человека, интактных и 

иммунизированных животных (крыс, мышей). Изучались различные аспекты 

взаимодействия клеток иммунной системы, в частности, влияние на него 

митогенов и антигенов, ионов кальция, особенности фагоцитоза и др. Однако 

полученные результаты были опубликованы лишь частично [4,5], в силу 

патентоспособности части полученных результатов [6]. 

        В частности, описаны лишь некоторые аспекты физического 

контактного антигенспецифического взаимодействия лимфоцитов с 

гранулоцитами (5), а между тем известно, что не только различные 

субпопуляции лимфоцитов, но и макрофаги играют ведущую роль в 

формировании специфического (адаптивного) иммунитета. В последние годы 

нейтрофилы также стали рассматриваться как клетки, участвующие в 

распознавании патогена, поэтому физическое взаимодействие данных клеток 

экскорпорированных из иммунного организма в присутствии причинно 

значимого антигена in vitro представляет несомненный интерес. По мнению 

некоторых исследователей для изучения специфического клеточного 

иммунного ответа, как критерия оценки эффективности проведения 

иммунизации, целесообразно использовать лабораторные методы in vitro с 

использованием  специфических антигенов [7]. К тому же в настоящее время 

роль авидности Т-клеточных рецепторов, концентрации пептидов и 

зависимость от корецепторов в формировании эффекторных функций 

специфичных Т-клеток во многом остается неясной [8,9], в связи с чем 

можно полагать что существующие современные методы определения 

специфичности не всегда могут быть неадекватными.  

 

     Цель исследования 

 

       Цель данной работы заключалась в оценке возможности индикации 

специфического иммунитета с помощью характеристики физического 

антигенспецифического взаимодействия мононуклеаров крови с 

гранулоцитами в присутствии антигена in vitro и обсуждении возможного 

участия в этом иммунологическом феномене различных субпопуляций 

лейкоцитов. 

 

          Материал и методы 

 

Работа проводилась в соответствии с рекомендациями по содержанию и 

использованию в эксперименте лабораторных животных [10].   
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      Крыс весом до 200 г иммунизировали подкожным введением 

стафилококка штамм Cowan-1 (2х109 микробных тел), убитого часовой 

инкубацией при температуре 600С, в присутствии неполного адъюванта 

Фрейнда. Из крови (2-3 мл), взятой на 14-й день после иммунизации, в 

двухступенчатом градиенте фиколл-верографина выделяли фракцию 

мононуклеаров и гранулоцитов [11]. Гранулоциты инкубировали на 

покровном стекле в среде 199 в течение 15 мин, освобождали прилипшие к 

стеклу клетки от неприлипших путем удаления их совместно с питательной 

средой, добавляли к монослою гранулоцитов мононуклеарные клетки в 

количестве 9х106 и дезинтегрированный ультразвуком антиген стафилококка 

Cowan-1 (доза по белку – 300 мкг в 0,1 мл), инкубировали в течение 1 часа 

при 370 С, готовили цитологический препарат фиксацией клеток и окраской 

по Романовскому-Гимза. Под световым микроскопом в препарате 

подсчитывали на 200 изучаемых клеток (мононуклеарные и гранулоциты) 

количество свободнолежащих мононуклеарных клеток, а также 

розеткообразующих мононуклеарных клеток взаимодействующих с тремя и 

более гранулоцитами (РМК). Определяли цитологические показатели: 

процент свободнолежащих мононуклеарных клеток (СМК) и процент РМК.  

Цитологический индекс специфического клеточного иммунного ответа 

(ИСКИО) рассчитывали по формуле: ИСКИО= РМК/СМК. 

 

Результаты исследования и их обсуждение 

 

Контрольные цитологические показатели, полученные изучением 

взаимодействия in vitro в присутствии дезинтегрированного ультразвуком 

антигена стафилококка Cowan-1 мононуклеарных и гранулоцитарных 

интактных (неиммунизированных) крыс (n=8)  составили (M±m): уровень 

свободнолежащих мононуклеарных клеток – 8,8 ± 1,7; розеткообразующих 

мононуклеарных клеток – 4,3 ± 0,9; цитологический индекс ИСКИО=0,51 ± 

0,12.  

При обследовании иммунизированных крыс (n=9) цитологические 

показатели составили: уровень свободнолежащих мононуклеарных клеток – 

1,5 ± 0,4; розеткообразующих мононуклеарных клеток – 12,0 ± 2,7; 

цитологический индекс ИСКИО =7,5 ± 1,8. Уровень розеткообразующих 

мононуклеарных клеток у иммунизированных крыс статистически 

достоверно увеличился, по сравнению с  величиной этого показателя 

животных контрольной группы (значение t-критерия Стьюдента: 2.71; 

p=0.017072 (критическое значение t-критерия Стьюдента = 2.131, при уровне 

значимости α = 0,05). Аналогичная ситуация наблюдается и при 

сопоставлении цитологического индекса ИСКИО у иммунизированных крыс 

и животных контрольной группы (значение t-критерия Стьюдента: 3.87; 

p=0.001683 (критическое значение t-критерия Стьюдента = 2.131, при уровне 

значимости α = 0,05). 
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По нашему мнению, усиление физического взаимодействия 

мононуклеарных клеток и гранулоцитов у иммунизированных животных 

может быть связано как с иммуноспецифическими так и иммуно-

неспецифическими биологическими феноменами. Межклеточное физическое 

взаимодействие между клетками иммунной системы возможно в принципе. 

Так, известно, что молекулы адгезии способны экспрессироваться на 

различных типах клеток иммунной системы (субпопуляции лимфоцитов, 

нейтрофилы, естественные киллеры и т.д.) [12]. В частности, с 

цитомембраной нейтрофилов связаны молекулы адгезии β2 –интегрины 

(LFA-1, Mac-1, p150, 95) и L-селектин, с мембраной лимфоцитов –LFA-1 

[13]. 

Однако представляет интерес возможное участие в процессе физического 

антигензависимого взаимодействия субпопуляции Т-лимфоцитов, которые, 

согласно современным представлениям, могут нести на поверхностной 

мембране рецепторы к антигену (антигенреактивные Т-клетки), как и других 

субпопуляций Т-лимфоцитов, участвующих в формировании и реализации 

иммунного ответа.  

Все  Т-лимфоциты  периферической  крови  делят  на  четыре  большие  

группы  –  наивные  Т-клетки,  клетки  центральной  и  эффекторной  памяти,  

«терминально-дифференцированные» эффекторные клетки. 

       Популяция  «наивных»  Т-клеток  неоднородна. «Наивные» Т-хелперы 

делят на две группы клеток на  основании  уровня  экспрессии  адгезионной  

молекулы  CD31, которая представлена на  широком  спектре  клеток,  к  

которым  относятся  лимфоциты  (Т-,  В-  и  НК-клетки),  гранулоциты, 

макрофаги, дендритные клетки эндотелия сосудов, а также тромбоциты. При 

этом лигандами могут быть как сами CD31 других типов клеток 

(гомотипическое взаимодействие), так и другие молекулы – CD38, CD177, 

αvβ3-интегрин и   т.д.   (гетеротипическое   взаимодействие) [14].   

       «Наивные» клетки могут обладать способностью к достаточно прочной 

адгезии за счет связывания  пары  адгезионных  молекул  LFA-1  и  ICAM-

1[15], однако не стоит забывать, что они еще не прошли антиген-зависимую 

дифференцировку   во   вторичных   лимфоидных  органах, а лишь получили 

антиген-независимую дифференцировку в тимусе. 

Эффекторные   или   CD45RA-позитивные (TEMRA) Т-клетки   

рассматриваются   в   качестве   финальной   стадии   созревания   Т-

лимфоцитов,   которую  можно  обнаружить  в  периферической  крови.  

Ввиду отсутствия  на  большинстве  этих клеток костимулирующих молекул 

(CD27 и CD28), активация эффекторных клеток может происходить под 

действием  «непрофессиональных»  антиген-презентирующих клеток в 

случае Т-хелперов, или  же  клетками-мишенями  в  случае  цитотоксических 

Т-клеток [16]   Для дифференцированных эффекторных Т-клеток характерно 

наличие  адгезионных  молекул  и  хемокиновых  рецепторов [17].    
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Еще одна субпопуляция лимфоцитов, которая гипотетически может 

участвовать в физическом антигензависимом взаимодействии 

мононуклеарных клеток с гранулоцитами – это NK-клетки. Натуральные 

киллеры обладают чертами клеток адаптивного иммунитета, в нескольких 

мышиных моделях у NK-клеток обнаружены признаки иммунологической 

памяти [18].    

NK-клетки широко распространены в организме, в периферической 

крови, их численность составляет 9 биллионов, или 5 – 20% лимфоцитов [19].    

NK-клетки характеризуются как популяция лейкоцитов  CD16+CD56+  [20].   

Молекула  CD16  представляет собой низкоаффинный рецептор для  IgG  

(FcγRIIIA), с участием которого реализуются реакции антителозависимой 

клеточной цитотоксичности. Молекула CD56 участвует в межклеточной 

адгезии. Однако  CD16  выявляют и на поверхности моноцитов, а экспрессия 

CD56 обнаруживается на некоторых  CD3+-клетках [21].    

 Что касается моноцитов, то уровень экспрессии молекул адгезии  ICAM-

1,  LFA-3,  PECAM-1 моноцитами периферической крови чрезвычайно высок 

даже в сравнении с уровнем экспрессии этих молекул на нейтрофилах 

[22,23].    

        Если рассматривать участие нейтрофилов, как основных представителей 

гранулоцитов, в физическом антигензависимом взаимодействии с 

мононуклеарами экскорпорированными из иммунизированного организма, 

то, следует принять во внимание современные представления о роли 

нейтрофилов в адаптивном иммунитете.  

       По мнению И.И. Долгушина и О.В. Бухарина, накопленный  в  настоящее  

время  фактический  материал  свидетельствует о том,  что  функциональные  

возможности  нейтрофильных  лейкоцитов  выходят  за  пределы  только   

противоинфекционной  защиты  организма [24].    

       Другие исследователи [25] детализируют эту точку зрения, сообщая, что 

имеется достаточно много свидетельств о  роли  нейтрофилов  в  

представлении  антигенов  и  аутоантигенов моноцитам и лимфоцитам, 

влиянии нейтрофилов на антителообразование,  а  также – о  возможности  

регулировать  функции  иммунокомпетентных  клеток  через  продукцию  

цитокинов. 

       Специфическая иммунная защита создается сочетанием 

низкоспецифичных механизмов врожденного иммунитета (активация 

макрофагов и т.д.), и процессов высокоспецифичного распознавания 

антигенов (антителами и антигенреактивными Т-клетками), развивающихся в 

ходе иммунного ответа. Многие участвующие в специфической иммунной 

защите клетки, макрофаги и естественные клетки- киллеры, выполняют 

функцию специфической и неспецифической защиты [26].  

      Помимо клеток системы мононуклеарных фагоцитов, в которую входят и 

моноциты, способностью к фагоцитозу, процессингу и представлению 

антигена обладают и нейтрофилы [27]. 
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      В целом клеточный иммунный ответ, осуществляемый Т-лимфоцитами, 

прежде всего направлен на защиту от внутриклеточных патогенов (вирусы, 

риккетсии и т.д.). Цитотоксические Т-лимфоциты (CD8+) могут проявлять 

антигениндуцированную цитотоксичность. Т-лимфоциты CD4+ служат 

основными «организаторами» иммунного ответа [28]. 

        Можно думать, что особенности контактного взаимодействия 

мононуклеаров с гранулоцитами, экскорпорированных из иммунного 

организма, проистекают вследствие того, что: 1) исходные клетки, до их 

совместного инкубирования, освобождаются от плазмы крови, а 

следовательно и от присутствующих в плазме крови биомолекул (антигенов 

и аутоантигенов, антител, аутоантител, циркулирующих иммунных 

комплексов, комплемента и др.), которые способны прямо или косвенно 

влиять на контактное взаимодействие данных клеток, взаимодействуя с 

соответствующими рецепторами их цитомембран; 2) инкубирование 

взаимодействующих клеток осуществляется на достаточно большой 

горизонтальной поверхности подложки, а не на локально-ограниченном дне 

центрифужной пробирки, что позволяет высокомобильным нейтрофилам в 

более полной степени реализовывать свои функциональные свойства. 

 

Заключение 

  

      Таким образом, с помощью характеристики физического 

антигенспецифического взаимодействия мононуклеаров с гранулоцитами 

крови в присутствии антигена in vitro можно определять наличие 

адаптивного (приобретенного)  иммунитета. Вероятно, что при этом 

оценивается клеточный иммунный ответ, хотя роль гуморальных факторов 

(интерлейкинов и специфических антител) в этом иммунологическом 

феномене нуждается в дальнейшем изучении.     
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