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РЕЗЮМЕ 

Цель исследования – определение субпопуляционного состава, пролиферативной активности и 
уровня апоптоза Т-лимфоцитов у половозрелых мышей-реципиентов, подвергнутых в ювенильный 
период развития многократной трансплантации иммунных клеток с различными функциональными 
показателями, характерными для животных с оппозитными типами поведения.

Материалы и методы. Исследования проведены на самцах мышей (CBAxC57BL/6) F1 (n = 190), ко-
торым, начиная с 4–5-недельного возраста, была проведена трехкратная трансплантация иммунных 
клеток с определенными функциональными характеристиками. У сингенных реципиентов в поло-
возрелом возрасте проводилось фенотипирование клеток селезенки методом проточной цитофлуо-
рометрии с моноклональными антителами против CD3+, СD4+, CD8+, оценивались пролиферативная 
активность и апоптоз спленоцитов. 

Результаты. Животные, подвергнутые в ювенильный период развития многократной трансплантации 
иммунных клеток от сингенных доноров с оппозитными типами поведения, в половозрелом воз-
расте характеризуются различными функциональными свойствами лимфоцитов селезенки. Причем 
наиболее выраженные изменения выявлены у животных, получивших трансплантат от доноров с 
пассивным типом поведения, лимфоциты которых характеризовались относительно низкой проли-
феративной активностью и чувствительностью к Т-клеточному митогену, снижением доли апоптоза 
CD4+, CD8+ клеток, находящихся в условиях обедненной культуральной среды и повышением уровня 
активационного и дексаметазон-индуцированного апоптоза CD4+ лимфоцитов. 

Ключевые слова: трансплантация, иммунные клетки, субпопуляции лимфоцитов, пролиферативная 
активность, апоптоз. 
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ВВЕДЕНИЕ
Апоптоз и пролиферация в качестве состав-

ляющих ряда фундаментальных иммунологиче-
ских процессов являются формой ответа зрелых 
лимфоцитов на внешние сигналы. Назначение 
апоптоза, как программированной, активной 
формы гибели клеток, состоит в поддержании 
постоянства численности клеток, обеспечении 
правильного соотношения различных клеточных 
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ABSTRACT

The aim of the study was to determine subpopulation content, proliferative activity and T-lymphocyte 
apoptosis level in adult mice-recipients that in the juvenile period underwent multiple transplantation of 
immune cells with different functional properties from opposite behavioral types of donors.

Materials and methods. The study was carried out on male mice (CBAxC57BL/6) F1 (n = 190), which 
underwent transplantation of immune cells with definite functional properties three times starting from 
the age of 4–5-weeks. Phenotyping of recipients’ spleen cells was carried out by flow cytometry with 
monoclonal antibodies against CD3+, СD4+, CD8+. Splenocyte proliferation and apoptosis were estimated.

Results. Animals that underwent threefold transplantation of immune cells from singeing opposite 
behavioral types of donors in the juvenile period revealed different functional properties of spleen 
lymphocytes in adults. The most pronounced changes were detected in the animals receiving the immune 
cells from donors with passive behavior type. The lymphocytes of these recipients were characterized by 
relatively low proliferative activity and T-mytogen sensitivity, decreased CD4+, CD8+ apoptosis level under 
deficient medium conditions and increased level of activation and dexamethasone-induced apoptosis in 
CD4+ lymphocytes.
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субпопуляций, удалении генетически дефектных 
клеток, что обеспечивает нормальное развитие и 
функционирование организма [1–5]. Роль апоп-
тоза возрастает в условиях активации клеток (ак-
тивационный апоптоз), когда он выступает в роли 
процесса, альтернативного пролиферации [6–8]. 
На ранних стадиях дифференцировки лимфоци-
ты весьма чувствительны к сигналам, индуцирую-
щим апоптоз, избежать которого клеткам удается 
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при достаточной концентрации ростовых фак-
торов или при действии стимулов, приводящих 
к экспрессии bcl-2 или bcl-xL [9–12]. Характер 
функциональной активности иммунной системы  
в целом и лимфоцитов в частности, сформирован-
ный в процессе постнатального онтогенеза, в том 
числе и вследствие воздействия внешних факто-
ров, определяет индивидуально-типологические 
особенности организма [13]. Ранее нами и дру-
гими исследователями установлено, что иммун-
ные клетки животных с активным и пассивным 
типами поведения различаются по функциональ-
ной активности. Так, показано, что спленоциты 
мышей (CBA x C57BL/6)F1 с оппозитными типа-
ми поведения различны по фенотипическим ха-
рактеристикам, спонтанной и митоген-индуци-
рованной пролиферативной активности, уровню 
синтеза и продукции основных регуляторных 
цитокинов и экспрессии их генов [14–17]. Также 
продемонстрирована возможность направленно-
го изменения параметров функциональной ак-
тивности иммунной и нервной систем организма 
у половозрелых животных трансплантацией им-
мунных клеток с определенными функциональ-
ными характеристиками [18–20]. 

Целью настоящего исследования было опре-
деление субпопуляционного состава, пролифе-
ративной активности и апоптоза Т-лимфоцитов 
у половозрелых реципиентов, подвергнутых в 
ювенильный период развития многократной 
трансплантации иммунных клеток с различны-
ми функциональными показателями, характер-
ными для животных с оппозитными типами по-
ведения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование выполнено на самцах мышей-

(CBA x C57BL/6)F1 (n = 190), полученных из 
лаборатории экспериментальных животных (мо-
делей) НИИФКИ (г. Новосибирск). Животных 
содержали в условиях лабораторного вивария в 
клетках по 10 особей в каждой, не менее 2 нед 
до начала эксперимента на стандартной диете, 
при свободном доступе к воде и нормальном 
световом режиме. Содержание эксперименталь-
ных животных соответствовало правилам, при-
нятым Европейской конвенцией по защите жи-
вотных, используемых для экспериментальных и 
иных научных целей (Страсбург, 1986) и прави-
лами лабораторной практики (приказ Министер-
ства здравоохранения Российской Федерации от 
19.06.2003, № 267).

Ориентировочно-исследовательское поведе-
ние (ОИП) половозрелых 3-месячных животных 

(интактных – доноров и реципиентов после кле-
точной трансплантации) оценивали в тесте «от-
крытое поле» [21]. Регистрировалась моторная и 
исследовательская активность мышей в течение 
5 мин с интервалом в 1 мин. В качестве доно-
ров для клеточной трансплантации использовали 
мышей с оппозитными (активным и пассивным) 
типами поведения, иммунные клетки которых 
характеризуются различной функциональной ак-
тивностью [17, 18].

Выделение спленоцитов проводилось в сте-
рильных условиях, согласно описанной ранее ме-
тодике [16]. Далее иммуноциты доноров с актив-
ным (группа 1) либо пассивным (группа 2) типами 
поведения троекратно внутривенно вводили син-
генным реципиентам, начиная с 4–5-недельного 
возраста, в концентрации 5 × 106 клеток в объе-
ме 0,4 мл среды RPMI-1640 на одно животное с 
интервалом в 1 нед. Контрольной группе мышей 
в аналогичных условиях эксперимента вводилась 
среда RPMI-1640.

У сингенных реципиентов в половозрелом 
возрасте оценивались субпопуляционный состав, 
пролиферативная активность и уровень апоп-
тоза лимфоцитов селезенки. Фенотипирование 
спленоцитов проводилось методом проточной 
цитофлуорометрии с помощью аналитической 
системы FACS Calibur (Becton Discinson, США) 
согласно инструкции по эксплуатации, прилага-
емой к прибору, с моноклональными антитела-
ми против CD3+, СD4+, CD8+ (еВioscience, США), 
помеченными флуорохромами с отличающимися 
спектрами эмиссии. 

 Пролиферативный ответ спленоцитов оцени-
вали общепринятым методом реакции бластной 
трансформации лимфоцитов, как это было опи-
сано ранее [17]. В качестве митогенов исполь-
зовались субоптимальные концентрации ЛПС 
E. coli 0111:B4 (Sigma, США) и конкавалина А 
(Pharmacia, США), которые составляли соответ-
ственно 20 и 3 мкг/мл.

Для определения уровня апоптоза Т-лимфо-
цитов стерильно выделенную из суспензии спле-
ноцитов на градиенте плотности (фиколл-веро-
графин, 1,078) лимфоцитарную фракцию (по 2 ×  
× 105кл./150,0 мкл обедненной (1% FSC) среды 
в нативных, индуцированных aнтиCD3 антите-
лами (1 мкг/2 × 105кл./150,0 мкл) и стимулиро-
ванных дексаметазоном (1 × 10–4 M) вариантах 
помещали в 96-луночный планшет на 96 ч при 
37 °С и 5% СО

2
. Далее производилось поверх-

ностное маркирование клеток моноклональными 
антителами, различающимися по спектру эмис-
сии: аCD8+, меченных PE-Cy5 и аCD4+, меченных 
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фикоэритрином (PE). После проведения фикса-
ции и пермеабилизации относительное содержа-
ние клеток с гиподиплоидным (апоптотические 
клетки) набором ДНК определяли по степени 
флуоресценции внутриядерного красителя 7-ак-
тиноаминомицина D(7-AAD). Исследование про-
водилось на проточном цитометре FACS CantoII 
(Becton Dickinson, США) с использованием про-
граммы BD FACS Diva. Результаты представлены 
в процентах (%).

Статистическая обработка результатов осу-
ществлялась с помощью компьютерной програм-
мы SPSS 13.0 (Statistical Package for the Social 
Sciences). Для попарного сравнения показателей 
применяли непараметрический U-критерий Ман-

на – Уитни (для независимых выборок), для мно-
жественного сравнения показателей использо-
вали критерий Краскела – Уоллиса. Результаты 
представляли в виде медианы, первого и третьего 
квартилей Ме (Q

1
–Q

3
). Различия считались зна-

чимыми при  р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Субпопуляционный состав лимфоцитов селе-

зенки мышей-реципиентов, выросших в условиях 
многократной трансплантации клеток иммун-
ной системы с различными функциональными 
показателями, характерными для животных с 
оппозитными типами поведения, представлен  
в табл. 1.

Т а б л и ц а  1 
T a b l e  1

Субпопуляционный состав лимфоцитов селезенки  мышей-реципиентов (CBAxC57Bl/6)F1, подвергнутых в 
ювенильный период онтогенеза трехкратной трансплантации спленоцитов от половозрелых доноров  

с активным (группа 1) и пассивным (группа 2) типами поведения, %, Ме (Q1–Q3)

Spleen lymphocyte subpopulation content of mouse-recipients (CBAxC57Bl/6)F1 that underwent threefold 
transplantation of splenocytes from mature donors with active (group 1) and passive (group 2) behavioral 

types in the juvenile period, %, Ме (Q1–Q3)

Показатель
Indicator

Контроль, n = 10
Control, n = 10

Группа 1, n = 10
Group 1, n = 10

Группа 2, n = 10
Group 2, n = 10

CD4+ 25,4 (23,8–26,0)
22,75 (21,35–24,5)

p
1
 = 0,050

26,7 (25,9–27,1)
p

1
 = 0,049

p
2
 = 0,044

p
3
 = 0,048

CD8+ 16,6 (12,7–18,3) 14,05 (13,3–14,9)
17,0 (15,5–17,0)

p
2
 = 0,048

p
3
 = 0,049

Примечание .  Здесь и в табл. 2: уровень значимости при сравнении показателей по критерию Краскела – 
Уоллиса: p

1
 – в группе контроля; p

2
 – в группах 1 и 2, p

3
 – во всех группах.

Note .  Here and in Table 2: statistical significance when comparing indicators according to the Kruskal – Wallis test: 
p

1
 – in the control group; p

2
 – in groups 1 and 2, p

3
 – in all groups.

Полученные результаты демонстрируют умень-
шение доли CD4+ лимфоцитов в группе 1 и уве-
личение доли CD4+ лимфоцитов в группе 2 по 
сравнению с контрольными животными. При этом 
выявлено более низкое содержание CD8+ лимфо-
цитов в селезенке мышей группы 1 по сравнению с 
таковыми в селезенке группы 2. Результаты иссле-
дования пролиферативной активности спленоцитов 
мышей-реципиентов, которым были транспланти-
рованы иммунные клетки от доноров с оппозитны-
ми типами поведения, представлены в табл. 2.

Выявлен более высокий уровень спонтанной про-
лиферативной активности спленоцитов мышей –  
реципиентов группы 1 (доноры с активным ти-
пом поведения) и более низкий уровень спонтан-

ной пролиферации указанных клеток у мышей – 
реципиентов группы 2 (доноры с пассивным ти-
пом поведения) по сравнению с контрольными 
животными. По сравнению с последними у жи-
вотных группы 2 был также показан низкий от-
вет лимфоцитов на Т-клеточный митоген (КонА). 
При этом различий в уровне ответа селезеночных 
лимфоцитов всех исследуемых реципиентов на 
В-клеточный митоген не выявлено.

Результаты исследования чувствительности 
CD4+ лимфоцитов селезенки указанных выше 
групп мышей-реципиентов к индукции апоптоза 
в обедненной культуральной среде в присутствии 
aнтиCD3антител (аCD3) и дексаметазона пред-
ставлены в табл. 3. 
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Т а б л и ц а  2 
T a b l e  2

Пролиферативная активность спленоцитов мышей-реципиентов CBAxC57Bl/6)F1, подвергнутых в ювенильный период  
онтогенеза трехкратной трансплантации спленоцитов от половозрелых доноров с активным (группа 1) и пассивным  

(группа 2) типами поведения, имп/мин, Ме (Q1–Q3)

 Proliferative activity of splenocytes of mouse-recipients (CBAxC57Bl/6)F1 that underwent threefold transplantation of 
splenocytes from mature donors with active (group 1) and passive (group 2) behavioral types in the juvenile period, im-

pulse/min, Ме (Q1–Q3)

Показатель
Indicator

Контроль, n = 36
Control, n = 36

Группа 1, n = 45
Group 1, n = 45

Группа 2, n = 45
Group 2, n = 45

Спонтанная
Spontaneous

496,0 (276,0–796,0)
562,5 (444,5–1 909,5)

p
1
 = 0,050

264,0 (163,0–593,0)
p

1 
= 0,049

p
2
 = 0,049

p
3
 = 0,046

Кон А 
ConA

16 944,0 
(12 001,0–19 230,0)

14 560,0
(10 192,0–18 848,0)

11 216,0 
(7 923,0–15 106,0)

p
1
 = 0,008

p
2 
= 0,044

p
3
 = 0,027

ЛПС
LPS

23 563.0 
(16 520,5–27 542,0)

24 805,0
(18 194,0–30 806,0)

26 175,0
(20 051,0–30 078,0)

Т а б л и ц а  3 
T a b l e  3

Уровень апоптоза CD4+ лимфоцитов в культурах клеток селезенки мышей-реципиентов, подвергнутых в ювенильный  
период онтогенеза трехкратной трансплантации спленоцитов от половозрелых доноров с активным (группа 1)  

и пассивным (группа 2) типами поведения, % от общего числа CD4+, Ме (Q1–Q3)
 CD4+ lymphocyte apoptosis level (% of total CD4+) in spleen cell cultures of mice-recipients (CBAxC57Bl/6)F1 that  
underwent threefold transplantation of splenocytes from mature donors with active (group 1) and passive (group 2)  

behavioral types in the juvenile period, % from the total number of  CD4+, Ме (Q1–Q3)
Группа животных
Group of animals

Спонтанный
Spontaneous

aCD3
Дексаметазон
Dexamethasone 

Контроль, n = 9
Control, n = 9

40,1 (39,2–41,7) 10,6 (9,5–12,3) 28,3 (26,7–30,2)

Группа 1, n = 9
Group 1, n = 9

38,7 (34,9–42,1) 10,4 (9,8–12,0) 22,4 (20,0–28,3)

Группа 2, n = 9
Group 2, n = 9

31,6 (25,5–38,2)
p

1
 = 0,045

p
3
 = 0,044

16,0 (15,2–17,1)
p

1 
= 0,044

p
3
 = 0,046

31,8 (30,6–34,1)
p

1
 = 0,049

p
3
 = 0,045

Примечание .  Здесь и в табл. 4: уровень значимости p
1
 – по сравнению с соответствующим показателем в контрольной 

группе, p
3
 – при сравнения соответствующих показателей в всех группах по критерию Краскела – Уоллиса. 

Note .  Here and in Table 4: statistical significance p
1
 – as opposed to the corresponding indicator in the control group; p

3
 – when 

comparing corresponding indicators in all the groups according to the Kruskel – Wallis test. 

Т а б л и ц а  4 
T a b l e  4

Апоптоз CD8+ лимфоцитов в культурах клеток селезенки мышей-реципиентов, подвергнутых в ювенильный период  
онтогенеза трехкратной трансплантации спленоцитов от половозрелых доноров с активным (группа 1) и пассивным 

(группа 2) типами поведения, % от общего числа CD8+, % от общего числа CD8+, Ме (Q1–Q3)

 CD8+ lymphocyte apoptosis level in spleen cell cultures of mice-recipients (CBAxC57Bl/6)F1 that underwent threefold 
transplantation of splenocytes from mature donors with active (group 1) and passive (group 2) behavioral types in the  

juvenile period, % from the total CD8+, Ме (Q1–Q3)
Группа животных
Group of animals

Спонтанный
Spontaneous

аCD3
Дексаметазон
Dexamethasone 

Контроль, n = 9
Control, n = 9

45,8 (43,5–48,3) 6,9 (6,2–7,8) 28,0 (25,9–31,1)

Группа 1, n = 9
Group 1, n = 9

47,5 (45,6–50,2) 5,2 (4,6–7,1) 27,9 (22,7–33,0)

Группа 2, n = 9
Group 2, n = 9

30,2 (28,9–32,6)
p

1
 = 0,021

p
3
 = 0,031

6,7 (6,1–8,3)
36,3 (35,3–39,2)

p
1
 = 0,044

p
3
 = 0,046
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Установлено, что в группе 2 реципиентов доля 
апоптоза CD4+ клеток, находящихся в условиях 
обедненной культуральной среды, ниже по срав-
нению с таковой у контрольных животных; при 
этом выявлен более высокий уровень апоптоза в 
присутствии aCD3 или при дополнительной сти-
муляции дексаметазоном. Результаты исследо-
вания чувствительности CD8+ лимфоцитов селе-
зенки мышей-реципиентов к индукции апоптоза 
в обедненной культуральной среде в присутствии 
аCD3 и дексаметазона представлены в табл. 4.

Установлено значимое снижение доли апопто-
за CD8+ клеток, находящихся в условиях обед-
ненной культуральной среды в  группе 2 мы-
шей-реципиентов (доноры с пассивным типом 
поведения) относительно животных, которым 
были трансплантированы иммуноциты от доно-
ров с активным типом поведения и животных 
контрольной группы. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Иммунная и нервная системы, функционируя 

в тесном взаимодействии, играют важнейшую 
роль в поддержании гомеостаза на всех этапах 
онтогенеза. Причем характер их взаимодействия 
определяет особенности психофизиологического 
статуса индивидуумов, в том числе поведенческий 
фенотип и особенности функциональной актив-
ности клеточных элементов иммунной системы 
[22–24]. Ранее нами показано, что у подавляющей 
части половозрелых мышей-реципиентов, под-
вергнутых в ювенильный период развития мно-
гократной трансплантации иммунных клеток с 
различными функциональными показателями, ха-
рактерными для животных с оппозитными типами 
поведения, преимущественно формируется пове-
денческий фенотип, свойственный животным –  
донорам клеток, сопряженный с интенсивностью 
клеточного иммунного ответа [25].

Полученные в настоящем исследовании ре-
зультаты свидетельствуют о том, что животные, 
выросшие в условиях многократной трансплан-
тации иммуноцитов от сингенных доноров с оп-
позитными типами поведения, в половозрелом 
возрасте характеризуются различными функци-
ональными свойствами лимфоцитов. При этом 
функциональная активность лимфоцитов реципи-
ентов, выросших в условиях многократной транс-
плантации иммуноцитов от доноров с активным 
типом поведения сходна с таковой у контроль-
ной группы мышей, за исключением более вы-
сокой спонтанной пролиферативной активности 
клеток. Наиболее выраженные изменения выяв-
лены у животных, получивших трансплантат от 

доноров с пассивным типом поведения, проявля-
ющиеся в снижении уровня спонтанной пролифе-
рации спленоцитов, снижении чувствительности 
спленоцитов к T-клеточному митогену, снижении 
доли апоптоза CD4+, CD8+ клеток, находящихся 
в условиях обедненной культуральной среды и 
повышении уровня апоптоза CD4+ лимфоцитов в 
присутствии aCD3 или при стимуляции дексаме-
тазоном. 

Количество клеток в ткани регулируется двумя 
процессами – пролиферацией клеток и их физи-
ологической гибелью (апоптозом). Оба процесса 
находятся в организме под контролем стимули-
рующих и ингибирующих факторов, в том числе 
цитокинов. Важное место в этих процессах при-
надлежит фактору некроза опухоли α (ФНОα), 
биологические функции которого реализуются 
путем взаимодействия с двумя типами специ-
фических мембраносвязанных рецепторов. При 
этом взаимодействие цитокина с рецептором 1-го 
типа стимулирует апоптоз, а передача сигнала 
через рецепторы 2-го типа – клеточную проли-
ферацию, хотя в некоторых случаях стимуляция 
рецепторов 2-го типа также может приводить к 
апоптозу клеток [26, 27]. Нами показано, что у 
реципиентов двух исследуемых групп различное 
содержание указанного цитокина в головном 
мозге и селезенке, равно как и его низкая спон-
танная и стимулированная митогеном продукция 
спленоцитами реципиентов, выросших в услови-
ях многократной трансплантации иммуноцитов 
от доноров с пассивным типом поведения [28], 
может быть одним из механизмов низкой проли-
феративной активности и сниженного апоптоза 
лимфоцитов у этих животных.

Выявленные особенности функциональной ак-
тивности лимфоцитов указанной группы реципи-
ентов могут также служить одним из механизмов 
регистрируемого у этих мышей низкого клеточ-
ного иммунного ответа, оцениваемого по высо-
те реакции гиперчувствительности замедленного 
типа [20, 25]. Принимая во внимание однона-
правленное действие нейроактивных стероидных 
гормонов на клетки иммунной и нервной систем, 
показанная повышенная чувствительность лим-
фоцитов к дексаметазону может в какой-то мере 
обусловливать формирующийся у этих животных 
преимущественно пассивный тип поведения.

Можно предполагать, что реципиенты, вырос-
шие в условиях многократной трансплантации 
клеток иммунной системы с функциональными 
характеристиками особей с пассивным типом 
поведения, будут обладать сниженными резерв-
ными возможностями организма с повышенным 
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Оригинальные  статьи

риском развития соматической и психической 
патологии, которые обусловлены сформирован-
ными к половозрелому возрасту особенностями 
функциональной активности основных адаптаци-
онных систем организма – иммунной и нервной.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Животные, подвергнутые в ювенильный пе-

риод развития многократной трансплантации 
иммунных клеток от сингенных доноров с оп-
позитными типами поведения, в половозрелом 
возрасте характеризуются различными функцио- 
нальными свойствами лимфоцитов селезенки. 
Причем наиболее выраженные изменения выяв-
лены у животных, получивших трансплантат от 
доноров с пассивным типом поведения, лимфоци-
ты которых характеризовались сниженной про-
лиферативной активностью, чувствительностью к 
Т-клеточному митогену, сниженной долей апоп-
тоза CD4+, CD8+ клеток, находящихся в условиях 
обедненной культуральной среды и повышением 
уровня активационного и дексаметазон-индуци-
рованного апоптоза CD4+ лимфоцитов. 
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