
ВВЕДЕНИЕ

Развитие гуморального ответа зависит от 
множества факторов, при этом сам антиген 
играет триггерную роль, запуская весь каскад 
иммунных реакций и межклеточных взаимо-
действий. Тип иммунного реагирования, его 
динамика и выраженность зависят как от осо-
бенностей самого организма, так и от пути по-
ступления, вида, дозировки, продолжительно-
сти персистирования и локализации антигена 
в организме [1, 2]. Развитие иммунного ответа 
не заканчивается образованием Т-эффекто-
ров или синтезом антител, но приводит к фор-
мированию иммунной памяти, характер ко-
торой в настоящее время трудно однозначно 
связать с особенностями иммунного ответа на 
первое введение антигена. Ранее нами было 
показано, что индукция локальной реакции 
ГЗТ в период развития первичного ответа на 
Т-зависимый антиген оказывает супрессив-
ное влияние на последующий анамнестиче-
ский гуморальный ответ у мышей CBF1 [3]. 
Возможной причиной может быть изменение 
цитокинового баланса в организме во время 
формирования иммунной памяти в связи с 
индукцией Th1-зависимого процесса. Одна-
ко нельзя также исключить влияние дополни-

тельного поступления самого антигена в этот 
период. Целью данной работы было изучить 
эффекты дополнительного поступления анти-
гена в ранние сроки после иммунизации на те-
чение первичного и вторичного гуморального 
иммунного ответа на Т-зависимый антиген.

МАТЕРИАЛЫ  И  МЕТОДЫ

В работе использовали мышей 
(С57В1/6 × DBA/2)F1 и (CBA × C57BL/6)F1, 
самок, в возрасте 2 месяцев, полученных из 
экспериментально-биологический клиники 
лабораторных животных СО РАМН (г. Ново-
сибирск). Животных содержали в соответ-
ствии с правилами, принятыми Европейской 
конвенцией по защите животных, используе-
мых для экспериментальных и иных научных 
целей (Страсбург, 1986).

Мышей иммунизировали внутривенно 
(в/в) субоптимальной дозой Т-зависимого ан-
тигена – эритроцитами барана (1 × 107 ЭБ). 
Величину первичного гуморального иммунно-
го ответа определяли путем подсчета количе-
ства IgM- и IgG-антителообразующих клеток 
(АОК) методом локального гемолиза в селе-
зенке мышей на пике иммунного ответа (че-
рез 5 суток для IgM-ответа и через 9 суток для 
IgG-ответа). Для развития локального клеточ-
но-опосредованного ответа через 4 суток по-
сле иммунизации вводили ЭБ (5 × 108 ЭБ) под 
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апоневроз задней лапки; через 24 часа оцени-
вали выраженность реакции ГЗТ по величине 
опухоли лапки. 

Для изучения эффектов поступления до-
полнительного количества антигена антиген 
вводили через 4 суток под апоневроз задней 
лапки (5 × 108 ЭБ) или в/в в дозе (1 × 107 ЭБ). 
Через сутки после этого оценивали в селе-
зёнке количество IgM-АОК (т.е. через 5 суток 
после иммунизации), через 5 суток – количе-
ство IgG-АОК (т.е. через 9 суток после имму-
низации). Отдельной группе животных через 
месяц вводили в/в 2 × 108 ЭБ для оценки коли-
чества IgG-АОК в селезёнке на пике вторич-
ного ответа (через 4 суток после иммуни-за-
ции).

Статистическую обработку результатов 
проводили методами непараметрической ста-
тистики. Различия между группами считали 
достоверными при p < 0,05 (*достоверные от-
личия между опытной и контрольной группа-
ми, #достоверные отличия между опытными 
группами).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Ранее нами было показано, что введение 
разрешающей дозы антигена под апоневроз 
задней лапки ранее сенсибилизированным 
мышам высокоотвечающего на ЭБ генотипа 
CBF1 в дальнейшем приводит к подавлению 
вторичного гуморального ответа [3]. Учитывая 
существование генетических особенностей 
иммунного реагирования, для подтверждения 
феномена супрессии анамнестической реак-
ции в данной модели было изучено развитие 
вторичного ответа по такой же схеме у мышей 
другого генотипа – BDF1. Полученные дан-
ные подтверждают, что введение под апонев-
роз лапки разрешающей дозы антигена во вре-
мя развития первичного гуморального ответа 
вызывает подавление последующего вторич-
ного иммунного ответа: количество IgG-АОК 
в селезёнке мышей BDF1 на пике вторичного 
ответа снижается на 45% (p < 0,05). 

Для решения вопроса, какой фактор явля-
ется причиной супрессии вторичного иммун-
ного ответа – формирование локальной кле-
точной реакции в период образования клеток 
памяти или само по себе дополнительное по-
ступление антигена в это время, мы исследо-
вали эффекты повторного введения антигена 
на начальных стадиях формирования иммун-
ной реакции. Так как повторное введение ан-
тигена осуществлялось в ранние сроки после 

Рис. 1. Уровень первичного ответа при дополнительном 
поступлении антигена в конце лог-фазы IgM-ответа у 
мышей BDF1.
По оси ординат – количество АОК в селезенке
По оси абсцисс – группы экспериментальных живот-
ных: 
белые столбцы – контрольная группа без дополнитель-
ного введения антигена (n=10 для IgM-АОК и n=11 для 
IgG-АОК); 
серые столбцы – опытная группа с повторным введе-
нием антигена внутривенно в дозе 1 × 107 ЭБ (n=10 для 
IgM-АОК и n=9 для IgG-АОК);
чёрные столбцы – опытная группа с повторным введе-
нием антигена под апоневроз в дозе 5 × 108 ЭБ (n=10 для 
IgM-АОК и n=10 для IgG-АОК).

Рис. 2. Уровень вторичного ответа при дополнительном 
поступлении антигена в конце лог-фазы первичного 
IgM-ответа у мышей BDF1.
По оси ординат – количество IgG-АОК на селезенку 
относительно контроля
По оси абсцисс – группы экспериментальных живот-
ных: 
1 – контрольная группа без дополнительного введения 
антигена (n=24); 
2 – опытная группа с повторным введением антигена 
внутривенно в дозе 1х107 ЭБ (n=26);
3 – опытная группа с повторным введением антигена 
под апоневроз в дозе 5х108 ЭБ (n=25).
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иммунизации, в период, когда развивается 
первичный иммунный ответ, мы также срав-
нили эффекты разных способов введения 
антигена – внутривенно или под апоневроз 

на развитие первичного IgM- и IgG-ответа. 
Мышам BDF1, первично иммунизированным 
внутривенно субоптимальной дозой антиге-
на, дополнительно вводили через 4 суток ан-
тиген под апоневроз (для индукции локальной 
реакции ГЗТ) или внутривенно. В последнем 
случае использовали субоптимальную дозу 
(1 × 107 ЭБ), чтобы исключить или хотя бы 
уменьшить вероятность развития системной 
реакции ГЗТ, что может иметь место при внут-
ривенном способе введения антигена [4, 5]. 

Как следует из данных, представленных на 
рисунке 1, при том и другом пути поступления 
дополнительного количества антигена наблю-
дается резкая стимуляция первичного IgM- и 
IgG-ответа, при этом число IgM- и IgG-АОК в 
селезёнке достигает уровня ответа на опти-
мальную дозу антигена. Уровень вторичного 
ответа оказывается подавленным (рис. 2), при 
этом эффект также не зависит от способа вве-
дения антигена – внутривенно или под апо-
невроз. 

Эффект дополнительного введения антиге-
на во время развития первичного ответа (че-
рез 4 суток после иммунизации) на формиро-
вание иммунной памяти у мышей CBF1 имел 
более выраженный характер, чем у мышей 
BDF1 (рис. 3). Мыши CBF1 относятся к высо-
коотвечающему на ЭБ генотипу; максималь-
ное количество IgM-АОК в селезёнке наблю-
дается у них через 4 суток после иммунизации, 
то есть повторное введение антигена в наших 
опытах приходилось на пик IgM-ответа. У мы-

Рис. 3. Уровень вторичного ответа при введении разре-
шающей дозы под апоневроз через 4 суток после первой 
иммунизации у мышей разных генотипов. 
По оси ординат – количество IgG-АОК на селезенку от-
носительно контроля
По оси абсцисс – группы экспериментальных живот-
ных: 
белые столбцы – контрольная группа без дополнитель-
ного введения антигена (n=24 для C57BL/6xDBA/2)F1 и 
n=9 для CBAxC57BL/6)F1); 
черные столбцы – опытная группа с повторным введе-
нием антигена под апоневроз в дозе 5 × 108 ЭБ (n=25 для 
C57BL/6xDBA/2)F1 и n=10 для CBAxC57BL/6)F1).

Рис. 4. Динамика первичного ответа у мышей BDF1.
По оси ординат – количество АОК на селезенку
По оси абсцисс – дни после введения антигена
Обозначения: треугольники – IgM-АОК; квадраты – IgG-АОК.
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шей BDF1 первичный ответ развивается мед-
леннее и максимальное количество IgM-АОК 
в селезёнке определяется через 5 суток после 
иммунизации, в то же время пик первичного 
IgG-ответа у мышей BDF1 и CBF1 совпадает 
по времени и наступает через 9 суток после 
иммунизации (рис. 4). Выраженность реак-
ции ГЗТ при введении разрешающей дозы че-
рез 4 или 5 суток у мышей BDF1 не различает-
ся между собой и равна 43,4% (n = 9) и 43,8% 
(n = 9), соответственно (p > 0,05).

Так как степень ингибирующего эффекта, 
возможно, зависит от фазы ответа, во время 
которой происходит дополнительное поступ-
ление антигена, мы сравнили влияние по-
вторного введения антигена в разные перио-
ды формирования первичного IgM-ответа у 
мышей BDF1 – через 4 суток, то есть в конце 
лог-фазы, и через 5 суток, на пике IgM-ответа. 
Результаты представлены на рисунке 5. Дей-
ствительно, введение дополнительного коли-

чества антигена на пике первичного IgM-от-
вета подавляет развитие вторичного ответа у 
мышей BDF1 в большей степени. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Несмотря на огромные успехи в понима-
нии тонких механизмов регуляции синтеза 
антител в процессе развития гуморального 
ответа и характеристике отдельных субпо-
пуляций клеток памяти среди основных уча-
стников специфического иммунного ответа 
(CD8+, CD4+- и B-лимфоцитов), закономер-
ности формирования анамнестического отве-
та на уровне целостного организма в настоя-
щее время ещё далеки от разрешения [6, 7]. 
Так, известно, что вторичный ответ на низ-
кие дозы характеризуется большей аффин-
ностью образующихся антител; уровень вто-
ричного ответа поднимается при повторных 
многократных введениях антигена; однако 
не установлено чётких и однозначных зако-
номерностей развития вторичного ответа в 
связи с выраженностью первичного IgM- или 
IgG-ответа. 

Как следует из полученных нами результа-
тов, повторное введение антигена через 4 су-
ток после иммунизации приводит к резкому 
увеличению количества как IgM-, так и IgG-
антителопродуцентов при первичном ответе. 
Напротив, вторичный IgG-ответ у таких жи-
вотных не только не стимулируется, но ока-
зывается подавленным. Мыши разных гено-
типов (CBA × C57BL/6)F1 и (С57В1/6 × DBA/2)
F1 обнаруживают одинаковую закономер-
ность подавления анамнестической реакции 
при резкой стимуляции первичного ответа, 
отличие проявляется лишь в выраженности 
супрессии. 

Эффект подавления вторичного ответа при 
введении разрешающей дозы антигена (и, как 
следствие, при развитии реакции ГЗТ) анало-
гичен таковому при внутривенном введении 
субоптимальной дозы антигена, что с боль-
шей вероятностью свидетельствует о влия-
нии дополнительного поступления антигена, 
нежели о влиянии развивающегося клеточно-
опосредованного Th1-зависимого процесса 
на формирование иммунной памяти. В поль-
зу данной трактовки говорит и то, что в этих 
условиях наблюдается резкая стимуляция 
первичного гуморального ответа, тогда как 
при действии на системном уровне факторов, 
сопровождающих развитие ГЗТ как Th1-за-
висимого процесса, скорее было бы ожидать 

Рис. 5. Уровень вторичного ответа при дополнительном 
поступлении антигена в период формирования первич-
ного IgM-ответа у мышей BDF1.
По оси ординат – количество IgG-АОК на селезенку
По оси абсцисс – группы экспериментальных живот-
ных: 
1 – введение дополнительного количества антигена че-
рез 4 суток после иммунизации; 
2 – введение дополнительного количества антигена че-
рез 5 суток после иммунизации 
Обозначения:
белые столбцы – контрольная группа без дополнитель-
ного введения антигена (n=9 для 1 и n=9 для 2); 
серые столбцы – опытная группа с повторным введе-
нием антигена внутривенно в дозе 1 × 107 ЭБ (n=10 для 
1 и n=10 для 2);
чёрные столбцы – опытная группа с повторным введе-
нием антигена под апоневроз в дозе 5 × 108 ЭБ (n=10 для 
1 и n=9 для 2).
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снижения числа IgM- и IgG-антителопроду-
центов.

При первичном ответе антиген-специфиче-
ские В-клетки после контакта с антигеном и 
Th2-клетками активируются к пролиферации 
и дифференцировке в антителопродуценты, 
причём до стадии плазматической клетки эти 
процессы идут параллельно [8, 9]. В дальней-
шем происходят такие события, как образо-
вание коротко- и долгоживущих плазматиче-
ских клеток и клеток памяти, которые также 
представляют гетерогенную популяцию, а 
также миграция клеток в костный мозг и рез-
кое снижение количества антителопроду-
центов в результате апоптоза. На вторичное 
введение антигена через 3–4 недели, когда 
развитие первичного ответа завершено, реа-
гируют антигенспецифические Т- и В-клетки-
памяти, при этом ответ формируется в значи-
тельно более сжатые сроки [10–13]. 

В-клетки, отвечающие на Т-зависимый ан-
тиген, могут дифференцироваться в плазма-
тические клетки либо в экстрафолликуляр-
ных зонах, либо в герминальных центрах, где 
в последнем случае в них происходят такие 
процессы, как соматический гипермутагенез 
и созревание аффинности синтезируемых 
антител. Физиологические сигналы, направ-
ляющие В-клетку по одному из этих путей, в 
настоящее время чётко не определены. Пред-
полагается, что одним из факторов, влияю-
щих на выбор пути дифференцировки анти-
ген-специфических В-лимфоцитов, является 
сила начального взаимодействия В-клеточно-
го рецептора и антигена [14].

Повторное введение антигена в конце лог-
фазы или на пике первичного IgM-ответа 
может вызывать дополнительную стимуля-
цию антиген-презентирующих клеток и/или 
Th-клеток и, таким образом, влиять на различ-
ные процессы формирующегося иммунного 
ответа: снижать апоптоз антителопродуцен-
тов, усиливать их пролиферативную актив-
ность, тормозить миграцию долгоживущих 
плазматических клеток и клеток-памяти в ко-
стный мозг, изменять соотношение образую-
щихся антителопродуцентов и клеток памяти. 
Так, стимуляция АПК под влиянием вновь по-
ступившего антигена может вызывать допол-
нительную секрецию IL-12. Продукция это-
го цитокина, играющего центральную роль в 
клеточно-опосредованных воспалительных 
реакциях через прямое связывание с Т- и 
NK-клетками, в основном связана с развити-
ем Th1-зависимых клеточных реакций, одна-

ко его действие не ограничивается активаци-
ей Т-клеток. IL-12 также существенно влияет 
на гуморальный иммунный ответ, хотя, по 
большей части, его эффекты опосредованы 
в этом случае другими цитокинами. Однако 
рецепторы к IL-12 представлены также и на 
В-лимфоцитах человека и мыши. У мыши IL-12 
может прямо взаимодействовать с перито-
неальными В1-лимфоцитами и активирован-
ными ЛПС В-клетками селезёнки [15]. Более 
того, показано, что IL-12 может менять баланс 
между антиген-специфическими В-клетками, 
дифференцирующимися в антителопроду-
центы или клетки-памяти, стимулируя обра-
зование короткоживущих антителообразую-
щих клеток, которые остаются в селезёнке, 
в отличие от прошедших через герминаль-
ные центры долгоживущих плазматических 
клеток, мигрирующих в костный мозг [16]. 
Дифференцировка В-клеток в клетки-памяти 
является IL-12-независимой [17]. Таким об-
разом, IL-12, вызывающий преимуществен-
ную генерацию короткоживущих селезёноч-
ных клеток с низкой аффинностью, снижает 
анамнестический ответ [16]. 

В использованной нами схеме опыта – по-
вторное введение антигена в ранние сроки 
развития первичного гуморального ответа – 
антиген может действовать непосредственно 
или образуя иммунные комплексы со специ-
фическими IgM-антителами, которые проду-
цируются в этот период уже в достаточном 
количестве и, как известно, приводят к сти-
муляции первичного ответа [18]. 

В настоящее время считается, что форми-
рование иммунной памяти не обнаруживает 
однозначных связей с выраженностью пер-
вичного ответа. Отсутствие чёткой корреля-
ции между уровнем первичного и вторичного 
ответа, выявленное при использовании раз-
ных доз антигена на животных разных видов, 
свидетельствует, что для образования пула 
клеток памяти и/или долгоживущих плазма-
тических клеток достаточно минимального 
антигенного стимула, который является пус-
ковым сигналом достаточно жёстко закреп-
лённых процессов формирования иммунной 
памяти. Первичный как IgM-, так и IgG-ответ, 
который определяется деятельностью корот-
коживущих антителопродуцентов, более под-
вержен влиянию регулирующих факторов. 
Показанная в настоящем исследовании обрат-
ная зависимость между уровнями первичного 
и вторичного ответа на антиген демонстри-
рует наличие закономерной связи интенсив-
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ности анамнестической реакции с величиной 
первичного IgM- и IgG-ответа в ситуации рез-
ко выраженной стимуляции последнего. 

Закономерности соотношения первичного 
и вторичного ответа могут иметь значение для 
выбора оптимальных доз и схем введения ан-
тигенов при вакцинациях и технологическом 
получении специфических антител.
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The injection of antigen at the late log-phase or the peak time-point of the first-set antibody 
response causes the sharp increase of IgM- and IgG-AFC number in spleen but subsequently 
results in suppression of the same antigen second-set antibody response. This effect is 
demonstrated with mice of various genotypes. These experimental data points to the fact that the 
regular relation of the secondary antibody response level with the primary antibody magnitude 
exists in the case of the marked stimulation of one.


