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ИЗЧЕНИЕ ИНТЕНСИВНОГО АНТИТЕЛООБРАЗОВАНИЯ ПРИ 
КУЛЬТИВИРОВАНИИ ВНЕ ОРГАНИЗМА КЛЕТОК 

ИММУННОГО животного
Изучалось интенсивное аптителообразование при культивировании с антигеном 

суспензии клеток селезенки иммунного животного вне организма. Установлено, что 
при этом образуется во много раз большее количество антителообразующих клеток 
(АОК). чем в организме.

При иммунизации животного наблюдается быстрый рост биосинте­
за антител и числа антителообразующих клеток, который после дости­
жения максимума резко падает [1—3]. Имеется большая литерату­
ра, описывающая восходящую часть этой кривой (взаимодействие Т- и 
B-клеток, пролиферация клонов AOK) [1, 4, 5]. Значительно менее 
изучена фаза торможения антителообразования. Она не связана, по- 
впдимому, с нехваткой антигена. В пользу этого говорит тот факт, что 
повторное введение антигена на пике иммунного ответа приводит к 
возрастанию интенсивности биосинтеза антител и числа АОК лишь в 
два раза [6]. С другой стороны, при добавлении антигена к клеткам, 
извлеченным из организма через четверо суток после иммунизации жи­
вотного, и культивировании их вне организма наблюдается увеличение 
числа АОК более чем в 100 раз [6, 7].

В настоящей работе приводятся данные о динамике интенсивного 
увеличения числа АОК в иммунной суспензии, зависимости этого на­
растания от дозы антигена, плотности культивируемых клеток и спе­
цифичности этого феномена.

Материал и методика. В работе использовали мышей линии С57В1/6 весом 18— 
20г (питомник «Столбовая^ АМН СССР). Для иммунизации применяли водораство­
римой антиген эритроцитов барана (ВРАБЭ) [8], эритроциты барана (ЭВ) и эритро­
циты осла (ЭО) в консерванте 7Б.

Животных иммунизировали внутривенно разными дозами ВРАБЭ пли эритроци­
тами по 500-10’ клетск в объеме 0,2 мл.

В опытах in vitro применяли метод Мишель и Даттона [9], модифицированный 
Кликом с соавт. ['10] и Турвичем с соавт. [6]. Культуру инкубировали в селикони- 
рованных стеклянных флаконах диаметром 22—24 мм. Селезенки мышей извлекали 
стерильно, клетки из них вылущивали, суспендировали в среде Игла и дважды от­
мывали той же средой, центрифугируя при 700 g. Все операции после извлечения 
селезенки и до начала инкубации проводили стерильно на холоду. Отмытые клетки 
переводили в среду, описанную Кликом и соавт. [10], к которой добавляли инсулин 
(0.24 ед/м.м) и глюкозу (1 мг/мл) [6]. Суспензию клеток разливали по 1 мл во фла­
коны, которые затем заполняли газовой смесью (5% СО2„ 10% О2, 85% N2).

В качестве ингибиторов митозов использовали винбластин, который добавляли к
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■культуре в объеме 0,1 мл (фирма «Ели Лилли и К0». Индианаполис, США). Для 
определения уровня синтеза ДНК применяли ЗН-тимидин (фирмы «Изотоп») с удель­
ной активностью 11 кю/Мм. Для удаления АОК из суспензии использовали компле­
мент морской свинки, сыворотку которой добавляли к культуре в объеме 0,1 0,2 мл.

Во всех случаях определяли количество ИгМ-антителообразующих клеток мето­
лом Ерне [3], а количество живых и мертвых клеток—при помощи окраски эози­
ном—трипановым синим [И].

Включение метки в ДНК определяли на счетчике «Марк II» (США).

Результаты и обсуждение. Динамика образования АОК в иммун­
ной суспензии. Мышей линии C57BI/6 иммунизировали 1000 мкг мышь 
ВРАБЭ. Через четверо суток после иммунизации определяли число 
АОК на 106 живых ядерных клеток селезенки. К суспензии клеток, 
извлеченных из селезенки, добавляли антиген (50 мкг/мл ВРАБЭ) и 
определяли АОК на 1, 2, 3, 4, 5-е сутки инкубации.

количество СУТОК ПОСЛЕ 
КОЛИЧЕСТВО СУТОК поем
НЯЧЛЛЛ ИНКУМЦиИ илчяля инкубации

Рис. 1. Динамика чрезвычайно интенсивного нарастания числа АОК при 
инкубации иммунных клеток селезенки с антигеном: звездочка—макси­
мальное число АОК, образующихся в цельном организме после повтор­
ного (на 4 день после первичного) введения антигена, а) Изменение чис­
ла АОК при расчете на 106 живых клеток, б) Изменение числа АОК во 

всей культуре.

Как видно из рис. 1, число АОК во время инкубации резко возрас­
тало, достигая максимума на 4-й день, п затем начинало снижаться. 
Выживаемость клеток в течение всего времени инкубации иммунной 
суспензии была хорошей (50—20%). Число клеток, синтезирующих 
19-S антитела во время максимального ответа, было в 52 раза больше, 
чем в начале инкубации*.  В других опытах КУ колебался в пределах 
10—100 и более. За то же самое время в организме после повторного 
введения антигена число АОК увеличивалось только в 2 раза.

* Соотношение числа АОК в конце и в- начале инкубации в дальнейшем будем 
обозначать как коэффициент усиления (КУ).

Зависимость изучаемого эффекта от дозы антигена. Мышей имму­
низировали различным количеством антигена и на 4-е сутки во всех 
суспензиях определяли число АОК- В этих условиях уже при введении 
мышам 150 мкг антигена в их селезенках обнаруживалось по 179 АОК 
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па I06 ядерных клеток. Более высокие дозы антигена приводили к 
дальнейшему, хотя и небольшому, увеличению числа клеток АОК (рис.
2). Суспензии клеток, полученные из селезенок,, инкубировали в при­
сутствии 0,25; 50; 100 мкг ВРАБЭ на культуру. Число 19-S АОК опре­
деляли па 4-е сутки инкубации. Как видно из рис. 2, максимум АОК 
обнаруживался при дозе антигена в культуре 25 и 50 мкг. Добавле-

Рис. 2. Зависимость числа АОК образовавшихся при инкубации иммунных клеток in 
vitro, от количества антигена (ВРАБЭ), использовавшегося для иммунизации живот­
ных и добавлявшегося к культурам. Кривая 1—число АОК в момент извлечения кле­
ток на 4 день после иммунизации разными дозами антигена. Число АОК в суспензиях 
иммунных клеток, инкубировавшихсли 40 суток in vitro без антигена (кривая 2), с 
добавлением 25 мкг антигена (кривая 3), 50 .мкг антигена (кривая 4) и 100 мкг анти­

гена (кривая 5).

ние 100 мкг антигена на культуру приводило к некоторому снижению 
числа АОК- Коэффициент усиления в зависимости от дозы антигена 
варьировал в пределах 40—100 и больше. В дальнейшем мы использо­
вали для иммунизации мышей 150—1000 мкг антигена на мышь. В 
культуру добавляли 25 и 50 мкг ВРАБЭ на 1 мл среды.

Влияние плотности суспензии культивируемых клеток на нараста­
ние числа АОК- Ранее в нашей лаборатории было показано, что нарас­
тание числа АОК в нормальной суспензии селезеночных клеток зависит 
от плотности суспензии [12]. В связи с этим возник вопрос: не зави­
сит ли различие между развитием антителообразования в организме и 
культуре клеток от различий в плотности «упаковки» клеток в селезен­
ке и в приготовленной из нее для культивирования суспензии? Для 
выяснения этого вопроса мы культивировали суспензию иммунных кле­
ток в пробах, содержащих разное количество клеток. Из табл. 1 сле­
дует, что в пробах с большей плотностью клеток в конце инкубации 
образуется в пять раз меньшее число АОК, чем в пробах с «оптималь­
ной» концентрацией клеток. При этом КУ соответственно снижается 
с 52 до 10. Следовательно, увеличение плотности культивируемых 
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клеток подавляет антителообразование в иммунной суспензии. Одна­
ко, на наш взгляд, разница в плотности клеток селезенки и в суспензии 
не является единственным фактором, определяющим различия в реак­
ции в организме и в клеточных культурах.

Зависимость антптеюобэазования >т платности культивируемой 
суспензии иммунных клеток

Таблица 1
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п 1475 265 5X10’ 2100.) 13687 31

III 1475 265 10X10» 17312 7831 20
IV 1475 265 20 <10® 6325 2644 11

Специфичность изменений, возникающих при иммунизации в орга­
низме и приводящих к интенсивному антителообразованию в культурах. 
Приведенные выше данные были получены при культивировании сус­
пензии иммунных клеток с гомологичным антигеном.

Представляло интерес изучить развитие реакции клеток с гетеро­
логичным антигеном. С этой целью мы иммунизировали мышей одним 
из двух не реагирующих перекрестно антигенов [10], ЭБ или ЭО. Через 
четверо суток после введения мышам антигена из их селезенок приго­
товляли суспензию клеток, которую культивировали 4 дня (табл. 2).

Специфлчнэс'ь чр:.։ вычайно интенсивного антителообразования
Таблица 2
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К ЭБ К ЭО ; к эб 
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К ЭО К ЭБ К ЭО К ЭБ К ЭО

ЭБ 574 7 2313 31 ЭБ 18235 31 24586 43
ЭБ 574 7 2113 •14 ЭЭ 6)6 174 725 223
ЭО 11 352 54 176) ЭО 31 928 47 1321
ЭО 11 352 51 1760 Э 5 454 280 442 268
ЭБ ЭО 845 3 4395 15 ЭБ 21934 127 29741 147
ЭБ ЭО 845 3 4395 15 ЭО 563 327 460 225
ЭО ЭБ 9 475 45 2565 ЭБ 304 435 253 348
ЭО ЭБ 9 475 45 2565 ЭЭ 137 2324 260 2933

Как видно из табл. 2, при добавлении к иммунной суспензии гомоло­
гичного антигена число АОК в течение инкубации увеличивалось очень 
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сильно. Когда же к культуре клеток, иммунизированных против эрит­
роцитов барана, добавляли гетерологичный антиген (ЭО), то число 
ДОК к ЭБ к концу инкубации существенно не менялось. Необходимо 
отметить, что в этих условиях число АОК к ЭО за время инкубации 
возросло. Это соответствовало обычной иммунной реакции на антиген, 
добавленный к суспензии нормальных клеток. Такая же картина наб­
людалась в случае, когда суспензию клеток, иммунную против ЭО, 
культивировали с гетерологичным антигеном (ЭБ). Эти результаты 
указывают на высокую специфичность изучаемого эффекта и на воз­
можность получить усиление к разным антигенам.

В следующей серии опытов мы попытались изучить темпы разви­
тия указанных изменений в организме животного после введения анти­
гена, влияние на их развитие гетерологичного антигена. Для этого 
мышам на 3-й день после введения антигена вводили повторно гомоло­
гичный или гетерологичный антиген. Через сутки сравнивали способ­
ность этих суспензий клеток отвечать как на гомологичный, так и на 
гетерологичный антиген (табл. 2). Из таблицы следует, что введение 
мышам на 3-и сутки гетерологичного антигена (ЭО) не препятствует 
образованию очень большого числа АОК к гомологичному антигену 
(ЭБ) и даже немного повышает его. При этом к концу инкубации к 
ЭО развивается иммунный ответ по типу первичной реакции. При до­
бавлении к такой же суспензии клеток гетерологичного антигена (ЭО) 
число АОК к гомологичному антигену (ЭБ) за время инкубации не 
только не возрастает, но даже падает. В тех же условиях при культи­
вировании в суспензии клеток, полученных от мышей, иммунизирован­
ных сначала ЭО, а затем ЭБ, наблюдалась такая же картина.

Попытки выяснения механизма изучаемого эффекта. Нарастание 
числа АОК при культивировании суспензии иммунных клеток может 
быть связано со следующими процессами: с быстрой пролиферацией 
уже существующего клона АОК; за счет стимуляции к пролиферации 
долгоживущей популяции лимфоцитов—клеток памяти; за счет попу­
ляции каких-то недифференцированных клеток, которые после воздей­
ствия антигена дифференцируются в АОК без пролиферации («вовле­
чение») [7]. Можно предположить и комбинации этих трех процессов.

Вопрос о происхождении вновь образовавшихся АОК можно было 
бы решить удалением перед началом культивирования всех присут­
ствующих АОК из суспензии. Можно было бы думать, что комплемент 
(С') при взаимодействии с F-c фрагментом антител иммунного комп­
лекса, образовавшегося на поверхности АОК, должен лизировать их. 
Поэтому 5, 10 и 20% С' добавляли на некоторое время (1; 1,5; 2 и 4 
часа) к суспензии необработанных иммунных клеток и иммунных кле­
ток, обработанных предварительно различными способами: ВРАБЭ, 
сначала ВРАБЭ, а затем антителами против него, и, наконец, комплекс 
сом ВРАБЭ—анти-ВРАБЭ.

Однако нам ни в одном случае не удалось освободиться полностью 
от АОК, присутствующих в иммунной суспензии: до обработки. В ряде 
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случаев наблюдалось уменьшение их числа, но оно сильно варьировало 
■от опыта к опыту.

Более того, некоторое угнетение числа АОК наблюдалось и в кон­
трольных пробах. В некоторых случаях обработка комплементом 
приводила к .парадоксальному результату: наблюдалось увеличение 
количества АОК- Мы пришли к выводу, что для полного и специфичес­
кого удаления числа АОК в суспензии иммунных клеток необходимо 
искать новые подходы.

Для выяснения вопроса о том, связано ли нарастание числа АОК 
только с пролиферацией или оно связано и с «вовлечением» новых кле­
ток, мы иммунную суспензию клеток инкубировали с винбластином. 
Ингибирование синтеза ДНК измеряли по включению 3Н-тимидина, до­
бавленного к культуре в концентрации 1 мккюри/мл.

чмм тшлция после дмямгннл ишомтил 
л

Рис. 3. Действие винбластина, добавленного к иммунным клеткам на 2-е 
сутки инкубации in vitro с антигеном на быстрое нарастание числа АОК и 
включения НЗ тимидина в ДНК в течение 4, 8 и 24 часов культивирования 
с ингибитором митозов. Включение метки в ДНК в культурах инкубиро­
вавшихся: без винбластина (кривая I), с 0,2 мкг винбластина (точка* 2), 
с 1,0 мкг винбластина (кривая 3), с 25 мкг винбластина (кривая 4), с 

100 мкг винбластина (точка*  5).

* Точки 2, 5, 7, 10—культура исследовалась только через 24 часа после начала 
инкубации.

Изменение числа АОК в течение 48—72 часов инкубации: без винбластина 
(кривая 6 пунктирная), с 0,2 мкг винбластина (точка*  7), с 1 мкг вин­
бластина (кривая 8 пунктирная), с 25 мкг винбластина (кривая 9 пунк­

тирная), с 100 мкг винбластина (точка*  10).
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Как видно из рис. 3, добавление винбластина уже через 4 часа 
полностью ингибирует включение метки в ДНК. Выживаемость при 
использовании малых доз винбластина в первые 4—8 час. снижается 
относительно мало. При дальнейшей инкубации клеток с этими доза­
ми ингибитора некротическое действие его выражено сильнее. Боль­
шие дозы винбластина оказывают заметное некротическое действие с 
самого начала инкубации. При малых дезах винбластина нарастание 
числа ЛОК сразу же прекращается. Можно заключить, что нарастание 
числа АОК в списываемых условиях целиком обусловлено пролифера­
цией клона АОК. При добавлении больших доз винбластина к концу 
инкубации число ЛОК резко возрастает (рис. 3). Возможно, под дей­
ствием винбластина значительно быстрее гибнут клетки, не образую­
щие антитела, чем АОК.

Полученные нами данные, как и результаты некоторых исследова­
ний, опубликованных ранее [6, 7], свидетельствуют о том, что введе­
ние антигена животному приводит к перестройке, вызывающей резкое 
усиление нарастания числа АОК при последующей инкубации клеток 
селезенки вне организма. Представленные здесь данные указывают 
па специфичность этой перестройки в отношении гомологичного апти- 
1 епа, который вводился животному, и для его развития необходимо 
более чем 24 часа.

Очевидно, что указанная перестройка связана с размножением 
или дифференцировкой каких-то клеток под влиянием вводимого в ор­
ганизм антигена. Речь может идти об увеличении числа Т-хелперов, 
которые при инкубации in vitro обусловливают интенсивное нараста­
ние числа ЛОК. Имеются многочисленные данные, указывающие на 
усиление пролиферации Т-клеток при иммунизации [13, 14]. Однако, 
согласно нашим данным, введение ЭБ приводит к перестройке только в 
отношении данного антигена, но не способствует усилению образования 
АОК против ЭО при культивировании клеток с этим антигеном. Меж­
ду тем из литературы известно, что Т-хелперы, стимулирующие нарас­
тание числа АОК к ЭБ, в значительной степени способствуют также 
нарастанию числа АОК к ЭО [15]. Поэтому можно предположить, что 
изучаемая нами перестройка не обусловлена пролиферацией Т-хелпе­
ров.

Другими клетками, обуславливающими быстрое нарастание АОК 
при инкубации in vitro, могут служить клон АОК против ЭБ, который 
образовался и пролиферировал после иммунизации. В организме жи­
вотного клон по каким-то причинам теряет способность к дальнейшей 
пролиферации. Эта способность восстанавливается после извлечения 
клеток селезенки и приготовления из нее суспензии.

Третьей группой клеток, которые могут играть роль в изучаемом 
нами эффекте, могут быть клетки памяти. Не исключаются также ка­
кие-то недифференцированные клетки, превращающиеся под действием 
антигена in vitro в АОК- Начатые нами исследования с использовани­
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ем разных ингибиторов клеточного метаболизма, возможно, дадут от­
вет на эти вопросы.
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Մ. Հ. ԱՂԱՋԱՆՅԱՆ, Ա. Ե. ԳՈԻՐՎԻՋ

ԱՐՏԱԿԱՐԳ ԻՆՏԵՆՍԻՎ ՀԱԿԱՄԱՐՄՆԱԳՈՅԱՑՄԱՆ 
ՈՒՍՈԻՄՆԱՍԻՐՈՒԹՅՈԻՆԸ ՕՐԳԱՆԻԶՄԻՑ ԳՈԻՐՍ ԻՄՈՒՆ 

ԿԵՆԳԱՆՈԻ ԲՋԻՋՆԵՐԻ ԿՈՒԼՏԻՎԱՑՄԱՆ ԺԱՄԱՆԱԿ

Ամփոփում

Ուսումնասիրվել է իմուն կենդանու բջիջների սուսպենզիայում ինտենսիվ 
հակամարմնագոլացումը անտիգենի հետ կուլտիվացման դեպքում։ Ընդ որում 
ամբողջական օրգանիզմի համեմատությամբ այստեղ առաջանում են մի 
քանի անգամ ավելի մեծ քանակությամբ հակամարմին առաջացնող բջիջներ։

Դիտարկվել է հակամարմին առաջացնող բջիջների քանակի արտակարգ 
աճման դինամիկան իմուն սուսպենզիա յում, այդ աճի կախվածությունը ան­
տիգենի դոզայից և կուլտիվացվող բջիջների խտությունից, ինչպես նաև այդ 

■ երևույթի սպեցիֆիկոլթյոլնը։
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