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Обоснование. Данные о возможности активации и дегрануляции тучных клеток под действием IgG-содержащих 
иммунных комплексов указывают на наличие еще одного значимого пути активации тучных клеток и позволяют 
объяснить тяжелое течение инфекции после вакцинации.

Цель — оценка возможности активации и дегрануляции тучных клеток перитонеального экссудата мышей 
при связывании Fcγ-рецепторов.

Материалы и методы. В работе использовали вирусы гриппа A/Вьетнам/1194/2004(H5N1) NIBRG-14 
и A/Нью Йорк/61/2015(H1N1)pdm09. В качестве источника тучных клеток использовали клетки перитонеального 
экссудата мышей линии CBA, содержавшего в среднем 7–10 % тучных клеток. Дегрануляцию тучных клеток 
через 40 мин после внесения в культуры содержащих IgG иммунных комплексов оценивали по высвобождению 
гистамина в культуральные надосадки. Уровень гистамина определяли флюориметрически после формирования 
его комплексов с ортофталиевым альдегидом, концентрацию гистамина выражали в нг/мл. 

Результаты. В ответ на связывание Fcγ-рецепторов происходит дозозависимый выброс гистамина из тучных 
клеток. Продукция гистамина отмечена как при внесении модельных иммунных комплексов, сформированных 
термоаггрегированным IgG, так и при формировании комплексов, включавших IgG и вирусы гриппа разных 
штаммов. Более высокий уровень секреции гистамина отмечен при формировании комплексов IgG с вирусом 
гриппа штамма А/H5N1. Уровень продукции гистамина тучными клетками при связывании Fcγ-рецепторов был 
сопоставим с ответом на связывание Fcε-рецепторов. 

Заключение. Связывание иммунных комплексов, содержащих иммуноглобулины класса IgG, с рецепторами 
на поверхности тучных клеток перитонеального экссудата приводит к их активации и дегрануляции, которая 
сопровождается дозозависимой секрецией гистамина, уровень которой также зависит от штамма вируса гриппа 
в составе комплекса. 

Ключевые слова: тучные клетки; гистамин; IgG-антитела; вирусы гриппа штаммов H5N1 и H1N1. 
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BACKGROUND: Data on the potential for mast cell activation and degranulation under these IgG-containing im-
mune complexes indicate the presence of another innovative pathway for mast cell activation and help explain the severe 
infection following vaccination.

AIM: The aim of the study was to evaluate the possibility of activation and degranulation of mast cells of peritoneal 
exudate in mice by binding Fcγ receptors.

MATERIALS AND METHODS: Influenza viruses A/Vietnam/1194/2004(H5N1) NIBRG-14 and A/New York/61/ 
2015(H1N1)pdm09 were used in the work. Cells of the peritoneal exudate of CBA mice, containing an average of 
7–10% mast cells, were used as a source of mast cells. The degranulation of mast cells 40 min after the introduction 
of IgG-containing immune complexes into cultures was assessed by the release of histamine into culture attachments. 
The  histamine level was determined fluorimetrically after the formation of its complexes with orthophthalic aldehyde, 
and the histamine concentration was expressed in ng/ml.

RESULTS: In response to the binding of Fcγ receptors, a dose-dependent release of histamine from the mast cells 
occurs. Histamine production was noted both during the introduction of model immune complexes formed by thermally 
aggregated IgG, and during the formation of complexes including IgG and influenza viruses of different strains. A higher 
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level of histamine secretion was noted during the formation of IgG complexes with the H5N1 influenza virus. The level 
of histamine mast cells production during Fcγ receptor binding was comparable to the response to Fcε receptor binding.

CONCLUSIONS: Binding of immune complexes containing IgG class immunoglobulins to receptors on the surface 
of peritoneal exudate mast cells leads to their activation and degranulation, which is accompanied by dose-dependent 
histamine secretion, the level of which also depends on the strain of influenza virus in the complex.

Keywords: mast cells; histamine; IgG antibodies; influenza viruses of H5N1 and H1N1 strains.

Обоснование

Тучные клетки (ТК) синтезируют и нака-
пливают в гранулах множество биологически 
активных веществ и медиаторы хронического 
воспаления, а также факторы ремоделирования 
тканей (протеазы, цитокины, факторы роста, 
липидные медиаторы воспаления) [1]. Наиболее 
изученный и часто упоминаемый медиатор  — 
гистамин, массированная секреция которого 
является следствием активации ТК, опосредо-
ванной Fcε-рецепторами, и ведет к усилению 
локального воспаления, сопровождающегося 
повышением проницаемости сосудов, миграцией 
циркулирующих лейкоцитов в очаг воспаления, 
формированием стаза сосудов и отека тканей, 
что может существенно осложнить течение за-
болевания [2]. 

В литературе имеются сведения об участии 
ТК в патогенезе гриппа и других вирусных 
инфекций [3–6]. При этом роль антител клас-
са IgG изучается в аспекте развития синдрома 
антителозависимого усиления (ADE) вирусной 
инфек ции [7]. Причиной развития ADE считают 
механизм облегченного проникновения вируса 
в комплексе с антителами IgG-класса в клетки 
и каскадную активацию системы комплемен-
та [8]. В этой связи проблема активации ТК 
при связывании Fcγ-рецепторов применительно 
к вирусной инфекции до настоящего времени 
остается предметом многочисленных исследо-
ваний применительно как к гриппозной  [9], 
так и к другим вирусным инфекциям  [10]. 
Применительно к гриппу малоизученным оста-
ется вопрос сопоставления уровня дегрануляции 
ТК в случае инфицирования различными штам-
мами вируса гриппа. 

Цель данной работы — оценка возможности 
активации и дегрануляции тучных клеток пери-
тонеального экссудата мышей при связывании 
Fcγ-рецепторов.

Материалы и методы

В работе использовали перитонеальный 
экссудат мышей-самцов линии CBA массой 
16–18 г, полученных из питомника «Рапполово» 
(Ленинградская область). Животных содержали 
в условиях вивария ФГБНУ «ИЭМ» при искусст-
венном освещении (12/12 ч) при неограничен-
ном доступе к пище и воде. Условия содержания, 
экспериментальной работы и вывода животных 

из эксперимента полностью соответствовали 
Европейской Конвенции о защите позвоноч-
ных животных, используемых для эксперимен-
тов или в иных научных целях (1986) и рос-
сийскому законодательству (ГОСТ 33215–2014 
«Руководство по содержанию и уходу за лабо-
раторными животными» от 01.07.2016), а также 
«Правилам лабораторной практики» Минздрава 
России № 708н от 23.08.2010. На работу с экспе-
риментальными животными в рамках исследова-
ния было получено разрешение локального эти-
ческого комитета ФГБНУ «ИЭМ» (Заключение 
№ 4/19 от 20.06.2019). 

Использовали следующие штаммы вируса 
гриппа, любезно предоставленные зав. отделом 
вирусологии ФГБНУ «ИЭМ» д-ром мед. наук, 
профессором, заслуженным деятелем науки 
Л.Г. Руденко: 

 — A/Вьетнам/1194/2004(H5N1) NIBRG-14 (в даль-
нейшем А/H5N1), реассортантный штамм для 
инактивированной гриппозной вакцины, по-
лученный методами обратной генетики с ис-
пользованием сертифицированных клеточных 
линий Vero;

 — A/Нью Йорк/61/2015(H1N1)pdm09 (в даль-
нейшем А/H1N1), эпидемический вирус, 
выделенный от человека, без модификаций. 
Вирусные частицы были очищены ультра-

центрифугированием в ступенчатом градиенте 
сахарозы 30/60 %. Последующие манипуляции 
с вирусами, включавшие накопление вирусных 
частиц, оценку гемолитической активности 
и подбор используемых концентраций прово-
дили по описанным ранее методикам [11]. 

В качестве модели иммунных комплексов, 
сформированных антителами класса IgG, ис-
пользовали официнальные 1 % препараты сы-
вороточного γ-глобулина человека (γ-глобулин 
человеческий противогриппозный, Россия), 
подвергнутые прогреванию при 56 °С в течение 
30 мин. Другими использованными иммунны-
ми комплексами были частицы вируса A/H5N1, 
комплексированные с мышиными антителами 
против данного штамма. Формирование и на-
личие противовирусных IgG-антител в образцах 
сывороток было доказано ранее [11]. Частицы 
вируса гриппа штамма A/H5N1 инкубировали 
с антисывороткой против данного штамма ви-
руса гриппа в течение ночи при 4 °С. Образцы 
сывороток, содержавшие комплексы вирусных 
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частиц и IgG-антител вносили в культуры в объ-
еме 50 мкл и инкубировали с клетками и анти-
телами в течение 40 мин при 37 °C. Одним 
из контролей служило внесение в культуры ТК 
изолированных частиц вируса гриппа штамма 
A/H5N1 без антител. 

В качестве источника ТК использовали пери-
тонеальный экссудат мышей. Экссудаты от 7 жи-
вотных, полученные после промывания брюшной 
полости 5 мл забуференного физиологического 
раствора (ЗФР), объединяли, клетки осаждали 
центрифугированием при 400 g при охлаж дении. 
После двукратной отмывки избытком охлаж-
денного ЗФР устанавливали концентрацию 
ядерных клеток 2,22 млн/мл при средней доле 
ТК в 7–10 % и вносили в лунки 96-луночного 
плоскодонного планшета (Sarshtedt, Германия) 
в объеме 200  мкл. Дегрануляцию ТК индуци-
ровали путем внесения иммунных комплексов, 
содержавших вирус-специфичные IgG и вирусы 
разных штаммов на 40 мин при 37 °С. Степень их 
дегрануляции оценивали по методу Шора [12], 
основанному на формировании люминесцентно-
го продукта конденсации гистамина при взаимо-
действии с 500 нг/мл ортофталевого альдегида 
при длинах волн 355/460  нм. Уровень флуорес-
ценции образ цов после смешивания 200 мкл 
супернатанта и 25 мкл раствора ортофталевого 
альдегида измеряли в светозащищенных план-
шетах (Corning-Costar, США) на флюороскане 
Thermo Scientific Fluoroskan Ascent FL (США) 
при 355  и 450 нм. Сопоставление результатов 
производили по результатам оценки оптической 
плотности и выражали в условных единицах, 
либо параллельно строили калибровочную кри-
вую, используя вместо супернатантов разведения 

коммерческого гистамина (MP  Biomedicals, 
США), и в этом случае результат выражали 
в нг/мл. 

Статистическую обработку результатов про-
водили с помощью лицензионной программы 
Microsoft Excel. Полученные данные обраба-
тывали с помощью программного обеспечения 
Statistica 6.0 (StatSoft Inc., США). Для постро-
ения графиков и определения различий между 
независимыми группами использовали програм-
му Origin2019b (Origin Lab., США) и Prism  8 
(GraphPad, США). 

Результаты

Проведена оценка результатов секреции ги-
стамина ТК после их инкубации с иммунными 
комплексами, содержавшими IgG и частицы ви-
руса гриппа штамма A/H5N1, а также с антите-
лами против IgE, сорбированного на мембране 
ТК через Fcε-рецепторы (см. таблицу). 

Из приведенных на рис. 1 результатов вид-
но, что IgE связывается с мембранными Fcε-ре-
цеп торами, что проявляется самым высоким 
выбросом гистамина после связывания с анти-
IgE-антителами (рис. 1, группа  4). Из литера-
туры известно, что IgE садится на клеточные 
Fcε-рецепторы только до связывания с антиге-
ном и, более того, обретает способность взаи-
модействовать с антигеном только после ком-
плексирования с Fcε-рецепторами  [13]. Выброс 
гистамина в контрольных культурах также имел 
место (рис.  1, группы 0 и 1), и мог быть свя-
зан с активацией ТК в результате пробоподго-
товки. Примечательно, что само по себе вне-
сение мышиной антисыворотки, содержащей 

Таблица / Table

Оценка уровня секреции гистамина тучными клетками перитонеального экссудата in vitro под влиянием вирусов 
гриппа разных штаммов и содержащих их иммунных комплексов, нг/мл, M ± m, n = 4 по каждой точке

Assessment of the level of histamine secretion by MCs of peritoneal exudate in vitro under the influence of influenza viruses 
of different strains and immune complexes containing them, ng/ml, M ± m, n = 4 for each point

Показатель

Штамм вируса гриппа и его дозировка

A/H5N1 A/H1N1

5 ГАЕ 50 ГАЕ 5 ГАЕ 50 ГАЕ

Контроль (ЗФР) 3,26 ± 0,89 2,10 ± 0,51

Вирус 2,56 ± 0,66 2,37 ± 0,37 1,55 ± 0,27 1,47 ± 0,14

АС 1 : 300 3,76 ± 0,78 3,76 ± 0,78 3,70 ± 1,77 3,70 ± 1,77

АС 1 : 900 2,08 ± 0,33 2,08 ± 0,33 2,08 ± 0,47 2,08± 0,47

Вирус + АС 1 : 300 4,12 ± 0,39 9,47 ± 0,32** 2,88 ± 0,98 1,63 ± 0,15

Вирус + АС 1 : 900 3,54 ± 0,68 3,71 ± 0,25 1,54 ± 0,10 3,66 ± 1,77

Анти-IgE-антитела 10,60 ± 0,52 10,30 ± 0,35

П р и м е ч а н и е. АС — мышиная антисыворотка против соответствующего штамма вируса гриппа; ЗФР — за-
буференный физиологический раствор; ГАЕ — гемагглютинирующая единица.
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IgG-антитела против вируса штамма A/H5N1 
(группа 1) не вызывало дополнительной акти-
вации ТК по сравнению с негативным кон-
тролем (группа 0). Это еще раз подтверждает 
известный из литературы факт, по которо-
му несвязавшиеся с антигеном молекулы IgG 
не могут связываться с Fcγ-рецепторами на по-
верхности любых клеток. Внесение вирусных 
частиц в дозировке 50 гемагглютинирующих 
единиц (ГАЕ) также не приводило к высокому 
выбросу гистамина (рис. 1, группа 2). Однако 
внесение комплексированных с IgG вирусных 

частиц (группа 3) приводило к достоверному 
(по  сравнию с группами  0–2) повышению вы-
броса гистамина на 15–27 % по сравнению с раз-
ными контролями. Этот результат подтверждает 
как факт связывания молекул IgG с мембранны-
ми Fcγ-рецепторами только после формирова-
ния иммунного комплекса, так и возможность 
стимуляции ТК через Fcγ-рецепторы. При этом 
уровень секреции гистамина при проведении сиг-
нала через Fcγ-рецепторы оказывается в 3  раза 
ниже, чем при связывании Fcε-рецепторов 
(рис.  1, группа 4). 

Результаты, приведенные на рис. 2, дока-
зывают выброс гистамина ТК после их свя-
зывания с содежащими IgG комплексами 
антиген – антитело на примере аггрегирован-
ного IgG. Из рис.  2 видно, что при перехо-
де концентрации аггрегированных иммунных 
комплексов, сформированных при прогрева-
нии IgG в течение 30 мин при 56 °С, от 0,05 
к 50 мкг/мл продукция гистамина постепен-
но нарастает, а при концентрации комплек-
сов 50  мкг/мл различия с контролем стано-
вятся достоверными (p < 0,05). Примечательно, 
что полученный результат хорошо согласуется 
с литературными данными, согласно которым 
именно для аггрегированного IgG были полу-
чены сходные результаты, однако они были 
связаны с диапазоном концентраций иммунных 
комплексов  100–250 мкг/мл [14]. Не искючено, 
что более низкий порог достоверной продукции 
гистамина ТК стал следствием чувствительности 
использованного метода Шора. 

Значимые результаты были получены при 
сравнении уровня продукции гистамина, индуци-
рованной внесением IgG-содержащих иммунных 
комплексов и различных штаммов вируса гриппа:  
A/H5N1 и A/H1N1 (см. таблицу). Оба штам-
ма вируса использовали в концентрациях 5 
и 50  ГАЕ. Для обоих штаммов иммунные ком-
плексы были сформированы заранее, до внесе-
ния к клеткам. Из приведенных данных видно, 
что при дозе вируса 5 ГАЕ ни в одном случае 
не было отме чено достоверного выброса ги-
стамина по сравнению с отрицательным кон-
тролем, которым служило добавление ЗФР. 
При переходе к дозе вируса 50 ГАЕ в случае штам-
ма A/Вьетнам/1194/2004(A/H5N1) NIBRG-14 
при формировании циркулирующего иммун-
ного комплекса с разведением антисывротки 
1 : 300 был отмечен высокий выброс гистамина 
из  ТК (p < 0,01), сопоставимый с выбросом ги-
стамина, индуцированным внесением анти-IgE-
сыворотки. 

Важно, что для обоих штаммов вируса грип-
па ни сами частицы вируса, ни разведения 
1 : 300 или 1 : 900 противовирусных мышиных 
антисывороток не вызывали выброса гистамина, 

Рис. 1. Уровни секреции гистамина после инкубации 
тучных клеток (ТК) с вирус-специфическими IgG-со-
держащими иммунными комплексами по сравнению со 
стимуляцией анти-IgE-антителами. Группы: 0  — кон-
троль, забуференный физиологический раствор  (ЗФР); 
1  — инкубация ТК с частицами вируса A/H5N1; 2  — 
инку бация ТК с мышиной антисывороткой к вирусу 
гриппа A/H5N1; 3 — инкубация ТК с мышиной антисы-
вороткой к вирусу гриппа штамма A/H5N1 и час тицами 
вируса A/H5N1; 4 — инкубация ТК с мышиной антисы-
вороткой к вирусу гриппа A/H5N1 с последующим до-
бавлением антисыворотки к мышиному IgE. Число на-
блюдений 10 по каждой точке. Достоверность различий 
оценивали для групп 0, 1, 2 по сравнению с группой  3 
по t-критерию Стьюдента. Здесь и далее различия до-
стоверны: * при p < 0,05; ** при p < 0,01; *** при p < 0,001
Fig. 1. Histamine secretion levels after incubation of mast 
cells  (MC) with virus-specific IgE-containing immune com-
plexes compared with stimulation with anti-IgE antibodies. 
Groups: 0 — control, buffered saline solution (RFR); 1 — in-
cubation of TC with A/H5N1 virus particles; 2 — incubation 
of MC with mouse antiserum to influenza A/H5N1 virus; 
3  — incubation of MC with mouse antiserum to influenza 
A/H5N1 virus strain and A/H5N1 virus particles; 4 — incuba-
tion of MC with mouse antiserum to the influenza A/H5N1 
virus, followed by the addition of antiserum to mouse IgE. 
The number of observations is 10 for each point. The sig-
nificance of the differences was assessed for groups 0, 1, 2 
compared with group 3 according to the Student’s t-test. 
Here and further, the differences are significant: * at p < 0.05; 
** at  p < 0.01; *** at p < 0.001
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достоверно отличающегося от контроля, что пол-
ностью совпадает с результатами, приведенными 
на рис.  1. Более того, если именно иммунные 
комплексы, сформированные частицами вируса 
и разведением антисыворотки 1 : 300, вызывали 
достоверный выброс гистамина, то дальнейшее 
разведение антисыворотки до 1 : 900 приводило 
к исчезновению эффекта, и показатель не отли-
чался от негативного контроля (3,71 ± 0,25 
против 3,26 ± 0,89 в отрицательном контроле, 
p > 0,05). Достоверных отличий от негативного 
контроля, равно как и от введения одиночных 
разведений противовирусной антисыворотки 
или иммунных комплексов, не отмечено в слу-
чае использования пары вируса гриппа А/H1N1 
и специфичной к нему антисыворотки (см. таб-
лицу). 

Обсуждение

Полученные данные показывают, что клетки 
перитонеального экссудата мышей несут на мем-
бране IgE-антитела, связанные с Fcε-рецеп-
торами. Соответственно, внесение антител про-
тив IgE мыши вызывает перекрестную сшивку 
локализованных на мембране комплексов 
IgE–FcεR, что ведет к выбросу гистамина из ТК 
без какой-либо предварительной обработки этих 
клеток образцами нормальных или гипериммун-
ных антисывороток. Напротив, для фиксации 
IgG на мембранных FcγRIIIA-рецепторах требу-
ется внесение сформированных циркулирующих 
иммунных комплексов, что является указанием 
на состав молекулярного комплекса (вирус + IgG, 
а не иной класс иммуноглобулинов), вызываю-
щего дегрануляцию ТК и выброс гистамина. Это 
доказывают приведенные в таб лице результаты. 
Однако эти результаты также наводят на мысль, 
что в запуске дегрануляции ТК важно не только 
наличие комплекса АГ–IgG, но и свойства это-
го антигена, в нашем случае — серотип вируса 
гриппа. Так, выброс гистамина в случае вируса 
А/H1N1 был гораздо ниже, чем в случае вируса 
A/H5N1. Принимая во внимание, что антиген-
специфичных рецепторов на мембране ТК нет, 
речь может идти только о прямых эффектах ви-
руса в цитоплазме ТК, которые могут быть опос-
редованы цитоплазматическими Toll-подобными 
рецепторами. При этом получает новую трактов-
ку и один из механизмов формирования ADE-
синдрома, при котором формирование комплек-
сов вирус–IgG становится механизмом доставки 
вируса в цитоплазму клетки в обход любых ин-
терферон-индуцированных способов противо-
вирусной защиты клетки, а индивидуальный 
набор Toll-подобных рецепторов объясняет ве-
роятностный характер развития ADE-синдрома 
[15, 16].
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