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normal conditions and during experimental infection with the bovine leukemia virus (BLV). To detect B1 cells, direct and 

based on MA to CD5 receptor of humans. The studies were conducted from 2018 to 2023 in a livestock complex in 

was revealed in comparison with the established norm among adult and young sheep on the 7th day (4.4 ± 1.5% and 

by 2.5 and 2.3 times, respectively, with subsequent preservation of high levels of receptor expression was recorded on 
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the 1st day of the immune response in the 1st and 2nd groups of sheep, and by 3.0 and 2.9 times, respectively, by the 
21st month of the disease. Cluster analysis within the first 12 days of leukemia showed an increase in the processes of 

by 2.5 times in the 1st group and the absence of visible changes in the 2nd group of animals. At later stages of the 

were established at the period of 18th month (63.0%), and of young animals at the period of 15th month (53.0%) of the 

tained data indicate a violation of the biomechanics of B1 cell receptors, which contributes to development of leukemia. 

Введение 
Клеточная мембрана лимфоцитов крови пред-

ставляет собой довольно сложную динамическую 
систему, в которой происходит постоянная коопера-
ция поверхностных молекул. Ключевым аспектом 
функционирования клеток является модуляция ре-
цепторных комплексов или кластеров дифференци-
ровки (CD), которые имеют особое значение в био-
логии клетки. В процессе жизнедеятельности лим-
фоцитов белки постоянно перемещаются по поверх-
ности мембраны, связываются с соседними молеку-
лярными структурами, кластеризуются и создают 
специфические формы локализации рецепторов 
(ФЛР) типа «ринг» (нанокластеризация), «петч / 
эндоцитоз» (микрокластеризация), «кэп» и 
«шеддинг» [1, 2, 3], каждая из которых определяет 
функциональную активность лимфоцитов в опреде-
лённый момент времени [4]. Помимо этого клетка 
постоянно регулирует уровни экспрессии рецепто-
ров (high или low), что приводит к синтезу новых 
белков, необходимых для поддержания внутрикле-
точной сигнализации и запуска пролиферативных и 
дифференцирующих механизмов [5].  

Изучение иммуномодулирующей активности 
рецепторов В-клетки представляет особый интерес, 
так как популяция относится к популяции лимфоци-
тов адаптивной иммунной системы, которая иници-
ируют иммунный ответ путем взаимодействия В-
клеточного рецептора (BCR) с чужеродными антиге-
нами (АГ), что приводит к запуску процессов диффе-
ренцировки в плазматические клетки, их пролифе-
рации и синтезу специфических антител (АТ). Такие 
маркеры как sIgM- и CD5-рецепторы определяют 
уникальные механизмы распознавания, связывания 
и нейтрализации вирусов и бактерий [6, 7]. 

sIgM-рецепторы считают мембранно-связан-
ными иммуноглобулинами, которые располагаются 
на внешней поверхности В-лимфоцитов. Белки об-
ладают уникальной антигенсвязывающей областью, 
распознают огромное разнообразие чужеродных 
компонентов. Их связь с другими трансмембран-
ными белками приводит к образованию комплексов 
BCR-CD, сигнализация от которых поддерживает 
жизнеспособность клетки, а также запускает проли-
ферацию и дифференцировку клеток [8]. sIgM-

рецептор инициирует сигналы независимо от других 
белков ввиду нахождения в отдельном нанокла-
стере, в мембранном нерафтоподобном домене в 
состоянии покоя [9, 10], тогда как его перемещение 
и сближение с другими рецепторами происходит 
после активации клетки [11]. 

CD5-антигены являются сигнальными корецеп-
торами и относятся к надсемейству рецепторов-му-
сорщиков (SRCR). Эти белки обеспечивают передачу 
сигналов путём повышения порога активации и диф-
ференцировки лимфоцита в процессе распознава-
ния АГ, а также регулируют противовирусный и про-
тивомикробный ответ [12]. В медицинской практике 
CD5 используется как диагностический маркер при 
ряде вирусных, аутоиммунных и онкологических за-
болеваниях. У сельскохозяйственных животных, та-
ких как коровы и овцы рецептор используется в ком-
плексе с BCR-CD при изучении патогенеза лейкоза, 
что фенотипически относится к В1-клеткам-мише-
ням (CD5+IgM+) [13]. 

Изучение модуляционной активности рецепто-
ров В-лимфоцитов крови у сельскохозяйственных 
животных сильно ограничено из-за отсутствия на 
рынке моноклональных антител (МкА), что значи-
тельно тормозит изучение процессов кластеризации 
и экспрессии белков не только в норме, но и при па-
тологических процессах [14]. В качестве альтерна-
тивного инструмента для изучения клеточного им-
мунитета у животных являются коммерческие МкА к 
CD-антигенам человека, применение которых воз-
можно в ветеринарной практике из-за наличия 
определённой степени гомологии многих мембран-
ных белков, что допускает их применение для коли-
чественной оценки лимфоцитов крови у животных 
[15]. На сегодняшний день данные о модуляции 
sIgM- и CD5-рецепторов у овец и коров остаются не-
многочисленными и зачастую противоречивыми. 
Поэтому использование МкА к CD-антигенам живот-
ных и адаптация коммерческих МкА к CD-
рецепторам человека для изучения модуляции ре-
цепторов В-лимфоцитов является актуальной зада-
чей. 

Цель исследования – изучить динамику В1-
лимфоцитов, а также модуляционную активность 
sIgM- и CD5-рецепторов с помощью МкА в процессе 
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хронической вирусной инфекции для уточнения па-
тогенеза заболевания и разработки новых тест-си-
стем. 

Материалы и методы 
Исследования проведены в лаборатории им-

мунологии ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН. Объектом иссле-
дования были взрослые (7…8 лет, 1 группа – 5 голов) 
и молодые овцы (3…4 месяца, 2 группа – 5 голов) Ро-
мановской породы. Выделение мононуклеарных 
клеток (МНК) проводили по уже описанной мето-
дике до и после экспериментального заражения ви-
русом лейкоза крупного рогатого скота [13]. Для 
подсчёта количества и жизнеспособности клеток в 
камере Горяева полученную взвесь МНК смешивали 
с равным объемом 0,4 % раствора трипанового си-
него. В реакциях использовали суспензию клеток с 
жизнеспособностью не менее 90 %. 

Для идентификации sIgM+-лимфоцитов исполь-
зовали «Набор препаратов для определения В-лим-
фоцитов крупного и мелкого рогатого скота прямым 
методом иммунопероскидазного окрашивания на 
основе МкА к иммуноглобулину М (IgM) крупного 
рогатого скота» («ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН», г. Москва). 
В качестве пероксидазного конъюгата − МкА к IgM в 
разведении 1:400.  

Для идентификации CD5+-лимфоцитов исполь-
зовали метод непрямого иммунопероксидазного 
окрашивания (ИПО) с применением МкА в разведе-
нии 1:100 (ООО «Сорбент») к CD5-рецептору В-кле-
ток человека. В качестве вторичных антител исполь-
зовали пероксидазный конъюгат к Ig мыши в разве-
дении 1:400. Для визуализации окрашенных клеток 
применяли хромогенный субстрат 3-амино-9-этил 
карбазол (АЭК) [4, 16]. 

Подсчёт количества неокрашенных (бесцвет-
ные клетки) и окрашенных клеток (специфическое 
мембранное красно-коричневое окрашивание) про-
водили под световым микроскопом (х1000). В иссле-
дуемых препаратах определяли уровни экспрессии 
sIgM- и CD5-рецепторов на поверхности В-клеток 
(high / low), а также и ФЛР-sIgM: «ринг», «петч / 
эндоцитоз», «кэп» и «шеддинг».  

Статистическую обработку данных проводили с 
помощью программ Excell (Microsoft, USA) и Statis-
tica 8.0. Обработку изображений осуществляли в 
программе Adobe Photoshop Express. 

Результаты 
В результате применения набора для опреде-

ления В-лимфоцитов прямым методом ИПО на ос-
нове МкА к IgM было установлено, что в норме у 
овец 3-х лет количество sIgM+-клеток составляет 
20,0±2,2 %, а высоко- (high) и низкорецепторных 
(low) sIgM+-лимфоцитов 30,0±1,5% и 44,0±1,0 % соот-
ветственно. Количество клеток с ФЛР-sIgM «ринг» 
составило 22,0±0,4 %, с ФЛР-sIgM «петч / эндоцитоз» 
37,0±1,2 %, с ФЛР-sIgM «кэп» 10,0±0,5 % и с ФЛР-
sIgM «шеддинг» 32,0±1,0 % (табл. 1) 

С помощью метода на основе коммерческих 
МкА к CD5-рецептору было установлено, что относи-
тельное количество CD5+-лимфоцитов составляет 
38,0±4,5 %. Количество высоко- и низкорецепторных 
CD5-клеток составило 43,0±5,0 % и 57,3±5,0 % соот-
ветственно, а лимфоцитов с ФЛР-CD5 «ринг», ФЛР-
CD5 «петч / эндоцитоз», ФЛР-CD5 «кэп» и ФЛР-CD5 
«шеддинг» было равно 15,4±3,0 %, 43,3± 7,0 %, 
16,0±4,0 % и 43,3±4,2 % соответственно (табл. 1). 

Клетки с равными уровнями экспрессии и ФЛР 
представлены на рис. 1. 

 
Таблица 1. Физиологическая норма В-клеток 

крови у овец 
В-лимфоциты 

% sIgM CD5 
20,0 ± 2,2% 38,5 ± 4,5% 

Эксп. 
Low 44,0 ± 1,0% 57,3 ± 5,0% 
High 30,0 ± 1,5% 43,0 ± 5,0% 

ФЛР 

Ринг 22,0 ± 0,4% 15,4 ± 3,0% 
Петч 37,0 ± 1,2% 43,3 ± 7,0% 
Кэп 10,5 ± 0,5% 16,0 ± 4,0% 

Шеддинг 32,0 ± 1,0% 43,3 ± 4,2% 
 

В зависимости от этапа патологического про-
цесса, BLV вызывает изменения в количественной 
динамике В1-лимфоцитов и по-разному влияет на 
уровни экспрессии sIgM- и CD5-рецепторов, а также 
на формы локализации sIgM-рецепторов. 

При изучении динамики sIgM+-лимфоцитов 
(рис. 2) у взрослых овец была зафиксирована су-
прессия клеток на 3-е (5,2±1,5 %), 7-е (4,4±1,5 %) и 
20-е (2,2±0,5 %) сутки, а также на 15-й месяц 
(1,8±0,3 %) хронической вирусной инфекции. У мо-
лодых животных уменьшение количества sIgM+-
клеток зарегистрировано на 3-е (2,0±0,5 %) и 14-е 
(3,0±1,0 %) сутки, а также на 15-й и 26-й месяц им-
мунного ответа (2,2±0,2 % и 4,7±0,5 % соответ-
ственно). Наиболее значимая пролиферативная ак-
тивность sIgM+-лимфоцитов у обеих групп овец уста-
новлена на 12-е (12,0±2,0 % и 13,0±2,5 % соответ-
ственно) сутки и на 21-й месяц лейкоза (11,3±2,3 % и 
16,3±5,1 % соответственно). 

У животных 1-й группы максимально низкий 
процент CD5+-клеток зафиксирован на 3-е и 7-е сутки 
(7,2±1,6 % и 6,2±1,5 % соответственно), а также на 7-
й и 31 месяц болезни (6,1±2,0 % и 1,0±0,3 % соответ-
ственно) (рис. 2). У животных 2-й группы снижение 
CD5-лимфоцитов зарегистрировано на 5-е сутки 
(3,0±0,4 %), а также на 7-й месяц (5,0±1,0 %) и 26-й 
месяц лейкоза (9,3±4,0 %). Увеличение числа CD5+-
клеток у взрослых овец установлено на 12-е сутки 
(46,0±14,0 %) и на 21-й месяц (50,0±9,5 %) иммун-
ного ответа, тогда как у молодых овец заметная про-
лиферативная активность обнаружена только на 21-
й месяц (57,0±12,0 %) иммунного ответа.  
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Рис. 1. ФЛР в крови овец (х1000). Первый ряд (low) слева направо: ФЛР «ринг», ФЛР «петч / эндоцитоз» 

ФЛР «кэп» и ФЛР «шеддинг». Второй ряд (high) слева направо: ФЛР «ринг», ФЛР «петч / эндоцитоз» ФЛР «кэп» 
и ФЛР «шеддинг» 

 

 

Рис. 2. Динамика sIgM+- и CD5+-лимфоцитов овец в процессе иммунного ответа 
 

В ходе исследования характера экспрессии 
CD5-рецептора у взрослых овец было обнаружено 
преобладание числа CD5low-клеток в течение всего 
эксперимента, а максимальное количество низкоре-
цепторных клеток установлено на 3-е (72,5 %), 10-е 
(76,0 %), 20-е сутки (76,0 %), а также на 7-й (83,0 %) и 
15-й месяц (80,2 %) инфекционного процесса. У мо-
лодых животных CD5low-лимфоциты так же являются 
доминирующими на протяжении всего иммунного 
ответа, а увеличение числа низкорецепторных кле-
ток зарегистрировано на 5-е (87,5 %), 7-е сутки 
(84,4 %), а также на 18-й (83,0%) и 26-й месяц 
(77,0 %) инфекционного процесса. 

Анализ экспрессионной активности sIgM-
рецептора показал (рис. 3), что в сравнении с фоно-
выми значениями (30,0 %) у обеих групп овец коли-
чество sIgMhigh-клеток увеличивается на 1-е сутки в 
2,5 и 2,3 раза (74,0 % и 69,0 %). С незначительным от-
ставанием у взрослых животных усиление экспрес-
сии sIgM-рецептора фиксируется с 14-х суток по 21-й 
месяц иммунного ответа (с 40,0 % до 89,0 %), в то 
время как у молодых овец повышение уровня экс-
прессии происходит спустя неделю – с 20-х суток по 
21-й месяц инфекции (с 30,0 % до 87,0 %). 
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Рис. 3. Модуляция sIgMhigh-рецепторов у взрослых и молодых овец в процессе иммунного ответа 
 

При изучении ФЛР-sIgM (рис. 4) у взрослых 
овец было установлено, что количество клеток типа 
«ринг», в сравнении с нормой (22,0 %), увеличива-
ется на 3-е и 10-е сутки в 3,0 и 2,7 раза, а к 15-му ме-
сяцу лейкомогенеза снижается до фоновых значе-
ний (25,0 %). Последующая пролиферация лимфо-
цитов с ФЛР-sIgM «ринг» установлена на 26-й месяц 
(45,0 %) хронической инфекции, а к концу экспери-
мента зафиксировано снижение до 13,0 %. Напро-
тив, в первый месяц иммунного ответа количество 
клеток с ФЛР-sIgM «петч / эндоцитоз» стабильно 
уменьшается и к 10-м суткам болезни достигает 
15,0 %, что ниже фоновых значений (37,0 %) в 
2,5 раза. С 14-х суток наблюдается изменение ба-
ланса в сторону лимфоцитов с ФЛР-sIgM «петч / 
эндоцитоз», после чего их количество постепенно 
увеличивается к 18-му месяцу болезни до 63,0 %. 
Последний месяц эксперимента так же характеризу-
ется усилением пролиферативной активности В-

клеток с ФЛР-sIgM «петч / эндоцитоз», а их количе-
ство достигает 72,0 %. 

У молодых овец (рис. 4) лимфоциты с ФЛР-sIgM 
«ринг» постепенно увеличиваются и достигают мак-
симума лишь к 12-м суткам (61,0 %). Высокие значе-
ния так же установлены на 20-е (50,0 %) сутки, а 
также на 26-й месяц (60,0 %) лейкоза. Примеча-
тельно, что в первый месяц иммунного ответа коли-
чество лимфоцитов с ФЛР-sIgM «петч / эндоцитоз» 
изменяется незначительно, и может быть связано с 
возрастными особенностями иммунной системы. 
Увеличение показателей «петчинга» фиксируются 
только на 14-е сутки (50,0 %), а также на 15-й и 31-й 
месяц инфекционного процесса (53,0 % и 82,0 % со-
ответственно). В целом, динамика клеток с нано- и 
микрокластеризацией довольно схожа с таковой у 
взрослых животных, но несколько сбалансирована и 
отличается процентным отношением. 

 
Рис. 4. Динамика В-клеток с ФЛР-IgM «ринг» и ФЛР-IgM «петч / эндоцитоз» у взрослых и молодых овец в 

процессе иммунного ответа 
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Обсуждение 
Независимо от возраста овец BLV приводит к 

супрессии В1-лимфоцитов. Такого рода изменения 
могут быть обусловлены двумя не взаимоисключа-
ющими причинами. 

С одной стороны, у обеих групп овец супрессия 
В1-лимфоцитов приходится на период активации гу-
морального звена иммунитета. Так, в первые 10 
дней инфекции у 1-й группы животных уровни спе-
цифических IgG увеличиваются с 28,4,0 EU до 
89,0 EU, а у 2-й группы с 30,0 EU до 60,3 EU (данные 
не показаны), что соответствует пролиферации плаз-
матических клеток. Далее с 14-х суток по 6-й месяц 
иммунного ответа у взрослых овец фиксируется вто-
рое и более выраженное увеличение специфиче-
ских IgG с 51,5 EU до 120,0 EU, а у молодых животных 
с 36,2 EU до 75,4 EU (данные не показаны), что соот-
ветствует цикличности количественной динамике В-
клеток, а также переходу заболевания в хрониче-
скую стадию. При таком сценарии снижение числа 
В1-лимфоцитов в установленные периоды, в боль-
шей мере, обусловлено дифференцировкой и уве-
личением пула плазматических клеток, синтезирую-
щих специфические антитела. 

С другой стороны, В1-лимфоциты являются ос-
новной клеточной мишенью для вируса лейкоза, в 
связи, с чем формирование и выход новых вирионов 
в межклеточное пространство приводит к гибели 
клеток и уменьшению их числа. Однако после обра-
зования плазматических клеток наблюдается под-
держание оставшихся 3…10 % инфицированных В1-
лимфоцитов, что может являться частью сложной 
программы уклонения вируса от иммунного ответа, 
в результате чего нарушаются процессы сигнализа-
ции рецепторов, и сохраняется иммуносупрессив-
ное состояние. Обнаружено, что в ходе развития бо-
лезни у обеих групп овец регистрировалась слабая 
экспрессия CD5-рецептора. Учитывая, что в норме 
CD5 является регулятором активации В-клеток [17], 
вирус лейкоза может приводить к торможению его 
регуляторных процессов, что приводит к нарушению 
механизмов дифференцировки и ограничению про-
лиферативной активности. 

Известно, что sIgM-рецепторы играют важную 
роль в ответах В-лимфоцитов на белковые детерми-
нанты различных патогенов, включая вирусы [11]. В 
результате проведённых исследований было уста-
новлено, что высокорецепторные клетки с ФЛР-sIgM 
отображают степень активности В1-лимфоцитов в 
процессе развития болезни. Так, у обеих групп овец 
в первый месяц иммунного ответа было выявлено 
увеличение и поддержание числа высокорецептор-
ных В1-лимфоцитов с ФЛР-sIgM «ринг», тогда как в 
последующие несколько лет регистрировалось уве-
личение числа высокорецепторных В1-клеток с ФЛР-
sIgM «петч / эндоцитоз». Установленная отрицатель-
ная корреляция в первые 12 суток между сниже-
нием числа sIgM-клеток и увеличением количества 
лимфоцитов с ФЛР-sIgM «ринг» у взрослых и 

молодых овец (r = -0,82 и r = -0,22 соответственно), а 
также положительная корреляция между иммуносу-
прессией числа В1-клеток и ФЛР-sIgM «петч / эндо-
цитоз» (r = 0,70 и r = 0,51 соответственно) свидетель-
ствует о развитии и поддержании анергичного со-
стояния В-лимфоцитов в первые дни вирусной экс-
пансии. Так как в норме sIgM-рецепторы сохраняют 
свою олигомерную структуру и находится в отдель-
ных белковых островках [9, 11], провирус, по-види-
мому, приводит к их реорганизации и агрегации с 
образованием плотного бислоя (комплексы BCR-
sIgM), что приводит к торможению последующих 
процессов микрокластеризации. Форма рецепторов 
«петч / эндоцитоз» является маркером взаимодей-
ствия комплексов BCR-CD или TCR-CD с АГ [3, 18], в 
результате которого происходит его интернализация 
и ферментативное расщепление на более мелкие 
пептиды. В норме фрагменты вирусных белков свя-
зываются с МНС и презентуются на поверхностной 
мембране В-лимфоцита для последующего взаимо-
действия с Т-хелперами, что инициирует сигналы ак-
тивации, запуск процессов дифференцировки и про-
лиферации. Наблюдаемые нами изменения могут 
говорить о нарушении механизмов связывания ре-
цептора со специфическими АГ, что влечёт к разви-
тию иммуносупрессивного состояния. Действи-
тельно, у 1-й группы овец в течение первых 10 суток 
лимфоциты с ФЛР-sIgM «петч / эндоцитоз» умень-
шаются в 2,5 раза, тогда как у 2-й группы показатели 
микрокластеризации практически не изменяются, 
что говорит о функциональной недостаточности В-
клеток.  

Дальнейшее изменение баланса В1-клеток в 
сторону высокорецепторных В1-лимфоцитов с ФЛР-
sIgM «петч / эндоцитоз» при одновременном увели-
чении уровня экспрессии sIgM-рецептора у взрос-
лых и молодых свидетельствует о взаимодействии 
рецепторов с большим количеством антигенных де-
терминант BLV и увеличении напряжённости В-кле-
точного звена иммунитета. Так, с 7-го по 31-й месяц, 
у взрослых и молодых овец прослеживается отрица-
тельная корреляция количественных показателей 
лимфоцитов с ФЛР-sIgM «ринг» и sIgMhigh-
рецептором (r = -0,60 и r = -0,53 соответственно), то-
гда как между процессами микрокластеризации и 
увеличением клеток с sIgMhigh-рецептором положи-
тельная (r = 0,70 и r = 0,54), что подтверждает 
нагрузку вируса на иммунокомпетентные клетки, а 
также цикличность BLV-инфекции. 

 
Заключение 
Независимо от возраста овец вирус лейкоза 

поддерживает низкие уровни экспрессии CD5-
рецептора на всех этапах инфекционного процесса, 
что влечёт к торможению процессов пролиферации 
и дифференцировки лимфоцитов. 

Высокие уровни экспрессии sIgM-рецептора В-
лимфоцитов на начальных и поздних стадиях разви-
тия лейкоза у обеих групп животных 
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свидетельствует о напряжённости В-клеточного 
звена иммунитета, что может способствовать имму-
нологическому истощению и повышать риск леталь-
ного исхода на более поздних стадиях развития лей-
коза. 

Увеличение числа высокорецептороных клеток 
с ФЛР-sIgM «ринг» в первый месяц инфекционного 
процесса у обеих групп овец отображает интакность 
и анергичное состояние В-лимфоцитов в процессе 
вирусной экспансии, что индуцирует иммуносупрес-
сивное состояние. Вероятно, такой механизм необ-
ходим для уклонения вируса от иммунного ответа и 
его интеграции в клетки-мишени для поддержания 
жизненного цикла на ранних и стадиях болезни. 

Увеличение числа высокорецептороных клеток 
с ФЛР-sIgM «петч / эндоцитоз» в процессе 

хронизации инфекции у обеих групп животных явля-
ется маркером активации В-клеточного звена. Этот 
параметр хорошо демонстрирует цикличность ин-
фекционного процесса, а также реактивность В-лим-
фоцитов. 

В крови овец были определены уровни экс-
прессии sIgMhigh и sIgMlow- клеток, CD5high и CD5low 

лимфоцитов, а также формы локализации данных 
рецепторов в норме и при экспериментальном зара-
жении BLV.  

Полученные данные по изменению уровней 
экспрессии и процессов нано- и микрокластрезиа-
ции допустимо использовать для дальнейших ис-
следований механизмов иммунного ответа при раз-
витии инфекций различного генеза у овец. 
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