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Введение. В1-лимфоциты – субпопуляция В-клеток, на долю которой в селезенке приходится 5 % от общего числа В-клеток. 
В1-лимфоциты секретируют преимущественно IgM, который играет важную роль в индукции апоптоза опухолевых клеток. 
Спленэктомия с целью адекватной лимфодиссекции при раке желудка вызывает выраженные и длительные иммунологические 
нарушения. Это в первую очередь затрагивает субпопуляцию В1а-лимфоцитов, которая обеспечивает тимуснезависимый 
иммунный ответ.
Цель исследования – изучить особенности В-клеточного звена иммунитета у больных раком желудка.
Материалы и методы. Проанализирован субпопуляционный состав В-лимфоцитов периферической крови больных раком 
желудка, подвергшихся хирургическому лечению методом проточной цитометрии (Facs Can, программа Lysys II и FacsCanto 
II, программа Facs Diva). Клетки окрашивались одномоментно тремя моноклональными антителами, меченными различны-
ми флуорохромами.
Результаты. Полученные данные демонстрируют нарушение состава субпопуляций В-клеток. В группе больных со стан-
дартной D2-лимфодиссекцией и спленэктомией на дооперационном этапе и спустя 3 мес после операции выявлена достовер-
ная корреляция между относительным количеством В-лимфоцитов (p = 0,018), CD5+В-лимфоцитов (p = 0,012) и количеством 
CD19+CD38+-клеток (p = 0,035). Кроме того, после хирургического лечения значительно возрос процент CD5+В-лимфоци-
тов – с 12,9 до 21,8 %, тогда как суммарное количество CD19+ лимфоцитов и CD19+СD21+ клеток снижалось.
Заключение. У больных опытной группы может наблюдаться снижение антителoпродукции, ослабление как общего, так 
и противоопухолевого иммунитета.
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Introduction. B1-lymphocytes are a subpopulation of B-cells, the proportion of which in the spleen accounts for 5 % of the total number 
of B-cells. B1-lymphocytes predominantly secrete IgM, which plays an important role in the induction of tumor cell apoptosis. Splenec-
tomy for the purpose of adequate lymph node dissection in gastric cancer causes marked and prolonged immunological disorders. It 
primarily affects the B1a-lymphocyte subpopulation, which provides a thymus-independent immune response.
Objective. To study the features of the B-cell component of immunity in patients with gastric cancer.
Materials and methods. The subpopulation composition of B-lymphocytes of peripheral blood of gastric cancer patients undergoing sur-
gical treatment using flow cytometry (Facs Can, Lysys II and FacsCanto II programs, Facs Diva program) was analyzed. Cells were 
stained simultaneously with three monoclonal antibodies labeled with different fluorochromes.
Results. The data obtained demonstrate a violation of the composition of B-cell subpopulations. In the group of patients with standard 
D2 lymph node dissection and splenectomy at the preoperative stage and three months after surgery, a significant correlation was found 
between the relative number of B lymphocytes (p = 0.018), CD5 + B lymphocytes (p = 0.012) and the number of CD19 + CD38 + cells 
(p = 0.035). In addition, after surgical treatment, the percentage of CD5 + B-lymphocytes increased significantly from 12.9 to 21.8 %, 
while the total number of CD19 + lymphocytes and CD19 + CD21 + cells decreased.
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Conclusion. In patients of the experimental group, a decrease in antibody production, weakening of both general and antitumor immu-
nity can be observed.

Кey words: B-lymphocytes, thymus-independent antigens, humoral immunity, gastric cancer, splenectomy

Введение
Селезенка является одним из важнейших пери-

ферических лимфоидных органов, обеспечивающих 
гуморальный иммунитет. В селезенке происходят 
сложные процессы селекции и активации В-клеток. 
Незрелые В-клетки поступают из костного мозга 
во вторичные лимфоидные органы (селезенку, лим-
фатические узлы, пейеровы бляшки кишечника), где 
происходят их дальнейшее созревание, презентация 
антигена, пролиферация и окончательная дифферен-
цировка [1]. В результате созревания на их поверхно-
сти появляются молекулы IgD, CD21, CD22 (табл. 1). 
Антигены CD19, CD81 (иное название ТАРА-1) и CD21 
ассоциированы в комплекс, называемый В-клеточ-
ным корецептором. Связывание антигена с корецеп-
тором усиливает активационный сигнал, передавае-
мый через BCR [2, 3]. Процесс активации В-клеток 
может осуществляться в ответ на тимусзависимые 
антигены или без участия Т-лимфоцита [4]. Боль-
шинство зрелых В-клеток располагается в пределах 
лимфоидных фолликулов селезенки и лимфатических 
узлов, где они сталкиваются и реагируют на T-зави-
симые антигены, связанные с CD23+ фолликуляр-
ными дендритными клетками, пролиферируют, либо 
дифференцируются в плазматические клетки. На-
правленность дифференцировки регулируется в апи-
кальной зоне зародышевых центров [5]. Незрелые 
В-клетки реагируют на T-клеточные независимые 
антигены 1-го типа, которые вызывают быстрый 
ответ антителопродукции.

При контакте В-лимфоцитов с тимусзависимыми 
антигенами происходит связывание специфического 
иммуноглобулинового рецептора В-клеток. Затем 
в фолликулах селезенки и лимфатических узлов за-
пускается дифференцировка наивных В-лимфоцитов 
в ходе первичных иммунных ответов. При отсутствии 
антигенной стимуляции В-лимфоциты или мигри-
руют в лимфатические сосуды и продолжают цирку-
лировать, или погибают [6].

При осуществлении вторичных иммунных отве-
тов на тимусзависимые антигены отмечатся выра-
женная В-клеточная пролиферация и дифференци-
ровка В-лимфоцитов в плазматические клетки, 
что происходит в пределах наружной зоны периарте-
риолярных лимфоидных муфт [7, 8].

Селезенка является основным местом синтеза 
IgМ [9–11]. Антитела класса M появляются на ран-
них стадиях фило- и онтогенеза, продуцируются ак-
тивированными В-лимфоцитами в ходе первичных 

иммунных ответов, осуществляемых в перифериче-
ских лимфоидных органах [12]. Обладают высокими 
агглютинирующими свойствами и опсонизирую-
щим эффектом. Данный иммуноглобулин представ-
ляет собой полимер из 5 мономеров, связанных друг 
с другом ковалентными связями, известными как 
дисульфидные связи, и составляют около 10 % всех 
иммуноглобулинов. Время полужизни IgM не более 
5 дней. Примерно половина сывороточного IgM се-
кретируется В1 летками. Антитела класса М играют 
ключевую роль в индукции апоптоза опухолевых 
клеток [13–15].

таблица 1. Молекулы клеточной поверхности, экспрессируемые 
В-клетками

название
оригинальное 

имя
Экспрессия на клетках

CD19 B4 Пан-B-клеточный антиген, FDCs

CD20 B1 Зрелые B-клетки

CD21 B2, HB-5 Зрелые B-клетки, FDCs

CD22
BL–CAM, 

Lyb-8
Зрелые B-клетки

CD23 FcϵRII Активированные B-клетки, FDCs, s

CD24 BA-1, HB6
Пан-B-клеточный антиген, грану-

лоциты, эпителиальные клетки

CD40 Bp50
B-клетки, эпителиальные клетки, 

FDCs

CD72 Lyb-2 Пан-B-клеточный антиген

CD79a, b Igα, β Поверхностный Ig+ B-клеток

CD81 B2 Зрелые B-клетки

Объем хирургического вмешательства при раке 
желудка при выполнении гастрэктомии или прокси-
мальной резекции включает проведение D2-
лимфодиссекции, что подразумевает спленэктомию, 
которая выполняется для полного удаления лимфа-
тических узлов ворот селезенки [16]. Многочислен-
ные данные литературы сообщают о росте частоты 
послеоперационных осложнений и летальности в ре-
зультате спленэктомий [17–21]. Подобные исходы 
являются результатом дисфункции различных ком-
партментов иммунной системы, в числе которых 
нарушения пропорции популяций В-лимфоцитов 
и презентации макрофагами чужеродных антигенов 
Т- и В-лимфоцитам, снижения уровня секреции 
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иммуноглобулинов [22–24]. Но в первую очередь 
изменения затрагивают В-клеточный иммунный ответ, 
в том числе на тимуснезависимые антигены 2-го типа, 
который обеспечивается особой субпопуляцией 
В1а-лимфоцитов [25].

Популяция В1-лимфоцитов относится к древней 
ветви антителопродуцирующих клеток в филогенезе. 
Впервые популяция В1-лимфоцитов описана в 1983 г. 
Ли Херценбергом как CD5+-популяция, которая 
отличается от обычных B (B-2)-клеток фенотипом, 
анатомической локализацией, способностью к само-
восстановлению и производством естественных ан-
тител. В-1-популяция лимфоцитов включает 2 субпо-
пуляции: В1а и В1b [26, 27].

Цель исследования – оценить особенности В-кле-
точного звена у больных раком желудка.

Материалы и методы
Все больные раком желудка, принимавшие уча-

стие в исследовании, были разделены на 2 группы: 
1-я группа больных получила хирургическое лечение 
в объеме гастрэктомии, D2-лимфодиссекции с сохра-
нением селезенки; во 2-й группе больные проопери-
рованы в объеме гастрэктомии согласно стандартам 
D2-лимфодиссекции, которая сопровождалась 
спленэктомией. Исследование субпопуляций В-лим-
фоцитов проводилось на дооперационном этапе 
и спустя 3 мес после хирургического вмешательства.

Всего в исследовании приняли участие 50 боль-
ных. Средний возраст больных составил 59 лет. В нашем 
исследовании преобладали женщины. У 16 больных 
установлена I стадия, у 12 больных – II стадия, у 18 боль-
ных – III стадия, у 4 больных – IV стадия. Иммуно-
фенотипирование популяций В-лимфоцитов перифе-
рической крови до операции выполнено у 50 больных, 
спустя 3 мес после хирургического пособия – у 29 боль-
ных.

Субпопуляции В-лимфоцитов периферической 
крови исследовались в реакции прямой иммунофлу-
оресценции с использованием тройной флуоресцент-
ной метки. В работе использованы моноклональные 
антитела, меченные следующими флуорохромами: 
FITC – флуоресцеин, РЕ – фикоэритрин, PerCR – 
пиридининхлорофил, двойной (тандемный) краси-
тель, сочетающий фикоэритрин с цианином 5 (PE-cy5). 
Проведен анализ экспрессии мембранных антигенов: 
CD20, CD21, CD23, CD38, HLA-DR, CD71, CD10, 
CD95, CD25, CD5, CD56, легких цепей иммуногло-
булинов IgG-λ и IgG-κ (табл. 2).

Сбор данных проводился на проточных цитоме-
трах (Facs Can, программа Lysys II и FacsCanto II, 
программа Facs Diva), анализ данных – с исполь-
зованием приложения WinMDI 2.8 и FCS 3.0. Экс-
прессия мембранных антигенов оценивалась в гейте 
CD19+В- клеток. При этом на первом этапе анализа 

цитомет рически оценивалось количество CD19+ 
В-клеток в пределах лимфоцитов (рис. 1а). Далее, 
в пределах только В-клеток (гейт CD19+) (рис. 1б) 
проводился анализ экспрессии 2 антигенов, ассоци-
ированных с В-клетками. В приведенных образцах 
это оценка антигенов CD56 одновременно с CD21 
и CD20 одновременно с CD23 (см. рис. 1б). В 42 об-
разцах периферической крови до операции и 23 по-
сле операции на гематологическом анализаторе 
Micros 60 была подсчитана гемограмма, что позволи-
ло оценить абсолютное количество В-клеток.

Результаты и обсуждение
На дооперационном этапе у 33 % больных раком 

желудка выявлено снижение относительного количества 

рис. 1. По оси абсцисс – экспрессия пан-В-клеточного антигена 
CD19+; по оси ординат – параметр бокового светорассеяния лазер-
ного луча, отражающий рабочее цитометрическое понятие – гра-
нулярность клетки; a – оценка общего количества CD19+В-клеток 
в пределах лимфоцитов; б – оценка экспрессии 2 антигенов, ассоци-
ированных с В-клетками в гейте CD19+CD56 и CD21

таблица 2. Моноклональные антитела и антигены

антиген
клон  

антител
изотип 
антител

Производитель Флуорохром

CD19 4G7, HIB19 IgG1-κ BD Biosciences PerCP

CD20 2H7 IgG1-κ BD Biosciences PE

CD23 LT23 IgG1-κ Сорбент,  
Россия

FITC

CD5 L17F12 IgG2а-κ BD Biosciences PE

CD21 BL13 IgG1-κ BD Biosciences FITC

CD10 HL10a IgG2а-κ BD Biosciences PE

CD71 L01.1 IgG2а-κ BD Biosciences FITC

CD95 DX2 IgG1-κ BD Biosciences PE

CD25 2A3 IgG1-κ BD Biosciences FITC

CD56 NCAM 16.2 IgG2а-κ BD Biosciences PE

CD3 SK7 IgG1-κ BD Biosciences FITC

IgG- λ/ 
IgG-κ – – BD Biosciences PE\FITC

а б
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В-клеток (менее 5 %) и у 38 % – снижение абсолют-
ного количества. Через 3 мес после операции в 52 % 
случаев оказалось сниженным относительное коли-
чество В-клеток, у 31 % – абсолютное содержание 
В-лимфоцитов.

Среднее относительное количество В-клеток, так 
же как и их среднее абсолютное содержание в 1 мкл 
периферической крови, спустя 3 мес после оператив-
ного вмешательства оказалось незначительно повы-
шенным по сравнению с данными показате лями при 
оценке до операции. Средний процент В-лимфоци-
тов крови после операции был несколько ниже, чем 
до оперативного вмешательства. Вместе с тем данные 
различия оказались статистически недостоверными 
(Т-тест при сопоставлении двух независимых пере-
менных). Это может объясняться значительным раз-
бросом анализируемых показателей у больных как 
до оперативного вмешательства, так и после.

При анализе популяций В-клеток у больных ра-
ком желудка отмечено наличие выраженной пропор-
ции В1-лимфоцитов. B1 рассматриваются как клю-
чевые игроки раннего гуморального ответа против 
патогенов и считаются первичными продуцентами 
антител в ответ на T-клеточные независимые антигены 
типа 2 [28]. Специфический тимуснезависимый ответ 
реализуется двумя субпопуляциями В1-клеток: В1а 
и В1b.

Субпопуляции В1-лимфоцитов схожи между со-
бой, но для субпопуляции В1b характерно отсутствие 
экспрессии CD5 [29]. Субпопуляция В1а-лимфоцитов 
имеет фенотип СD19+CD21lowCD23-CD5+IgM++. 
Число CD19+CD5+ В-клеток периферической крови 
у больных раком желудка в среднем составило 17,7 %.

В1а-лимфоциты – минорная популяция В-клеток, 
появляющаяся раньше других субпопуляций В-лим-
фоцитов, развивающаяся из клеток-предшественни-
ков в печени плода. На раннем этапе онтогенеза 
предшественники В1а-лимфоцитов мигрируют из  
эмбриональных кроветворных тканей (фетальной 
печени, оментума) в брюшную и плевральную поло-
сти. Важно то, что данная субпопуляция в пределах 
селезенки получает информацию об антигенах, не 
принимая участие в рециркуляции. В1b-лимфоциты 
тоже происходят из фетальных предшественников, 

мигрирующих в эмбриональном периоде в серозные 
полости, где и остаются на протяжении всей жизни 
организма, а пул их у взрослых может частично по-
полняться за счет костного мозга [30, 31]. В целом 
пул B1-популяции поддерживается за счет активно-
сти клеток-предшественников, пролиферирующих 
довольно медленно.

В1-клетки характеризуются «активированным фе-
но типом»: на их поверхности экспрессируются ко-
стимулируюшие молекулы CD80 и CD86. Посред-
ством такого фенотипа В1-лимфоциты осуществ ляют 
функции антигенпрезентирующих клеток. В1-лим-
фоциты осуществляют тимуснезависимый ответ 
и преимущественно продуцируют антитела класса М 
[32]. Антитела IgM являются наиболее ранними 
в иммуногенезе. Многие из антител полиспецифич-
ны, имеют низкую аффинность и таким образом 
взаимодействуют с несколькими антигенами, вклю-
чая аутоантигены. В1-клетки постоянно циркулиру-
ют между селезенкой и брюшной полостью, не по-
ступая в фолликулы, поскольку не экспрессируют 
рецептор хемокина. Поэтому процессы «усовершен-
ствования» гуморального иммунного ответа в виде 
переключения изотипов и повышения сродства к ан-
тигенам, не затрагивают или минимально затрагива-
ют В1-клетки [33].

В норме В1а-субпопуляция лимфоцитов состав-
ляет не более 10 % от общего количества В-лимфо-
цитов периферической крови. Представляет интерес 
то, что в ходе исследования у 23 % больных раком 
желудка в периферической крови обнаружено зна-
чительное количество В1а-лимфоцитов, превышающих 
норму в 2 раза. Более того, следует обратить внима-
ние на то, что у 3 больных наблюдалось более 40 % 
CD19+CD5+-лимфоцитов.

Изучение субпопуляции В1а-лимфоцитов у боль-
ных раком желудка, у которых наблюдалось их более 
15 %, выявило выраженную экспрессию СD25+- 
и СD21+-антигенов (различия достоверны), CD38+- 
клеток при сравнении с группой, где количество 
В1а-лимфоцитов менее 15 % (табл. 3).

В группе больных, у которых субпопуляция В1а- 
клеток составила более 25 %, наблюдалось наличие 
выраженного числа клеток, экспрессирующих CD38+- 

таблица 3. Значительные популяции B-клеток в группах больных раком желудка с CD5+-лимфоцитами (1-я группа ≥15 %) и их нормаль-
ным содержанием (2-я группа <15 %)

Популяция 1-я группа 2-я группа
число, 1-я группа/ 

2-я группа
t-критерий Значимость

CD21 85,3 ± 1,6 79,1 ± 1,9 13 / 27 2,436 0,02

CD25 3,9 ± 2,0 0,7 ± 0,1 11 / 26 2,435 0,02

CD38 27,7 ± 6,5 16,1 ± 2,9 16 / 38 1,858 0,07
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и CD23+-антигены (достоверная корреляция для 
В-клеток с экспрессией CD38- и CD23-антигенов, 
R = 0,885; p =0,008). Кроме того, наблюдалась высокая 
вероятность присутствия субпопуляции CD19+CD5+ 
CD25+ (R = 0,879; p = 0,05). Однако в подавляющем 
большинстве случаев количество CD19+CD38+ 
В-клеток оказалось менее 15 %.

Таким образом, у 17,7 % больных раком желудка 
в периферической крови отмечается присутствие 
выраженной пропорции особой субпопуляции, обес-
печивающей специфический ответ на тимуснезави-
симые антигены 2-го типа, который сопровождается 
преимущественно синтезом IgМ – В1а-лимфоцитов. 
Для популяции В1а-лимфоцитов отмечен «активи-
рованный фенотип», что проявляется в экспрессии 
на их поверхности активационных антигенов CD38 
и CD25.

В селезенке происходят сложные процессы диф-
ференцировки, селекции В-лимфоцитов, пополне-
ния пула рециркулирующих В-лимфоцитов. Чтобы 
оценить особенности В-клеточного звена иммуни-
тета у больных раком желудка после гастрэктомии 
со спленэктомией, проведено исследование субпо-
пуляций В-лимфоцитов в динамике: до и после опера-
ции. Иммунофенотипический профиль В-клеток 
изучен у 14 больных раком желудка со спленосохранной 
D2-лимфодиссекцией и гастрэктомией и у 16 боль-
ных раком желудка после гастрэктомии и D2-лим-
фодиссекции со спленэктомией (рис. 2).

В 1-й группе больных при попарном сопоставле-
нии (Т-критерий для парных переменных) средних 
величин до операции и после установлена достовер-
ная корреляция между относительным (доля на лим-
фоциты и на лейкоциты) и абсолютным (клетки в 1 мкл 
крови) количеством CD19+ В-клеток (p = 0,015; p = 0,04 
и p = 0,05 соответственно). Аналогичная корреляция вы-
явлена для популяции CD19+CD21+-клеток (p = 0,034).

Сравнительный анализ, проведенный во 2-й груп-
пе больных на дооперационном этапе и спустя 3 мес. 
после операции, выявил достоверную корреляцию 
между относительным количеством В-лимфоцитов 
(p = 0,018), CD5+В-лимфоцитов (p = 0,012) и коли-
чеством CD19+CD38+-клеток (p = 0,035). Показате-
ли В-клеток в группе больных раком желудка после 
гастрэктомии со стандартной D2-лимфодиссекцией 
и спленэктомией представлены на рис. 3.

Любопытные данные были получены в ходе 
изучения субпопуляции В1а-лимфоцитов в динами-
ке у больных 2-й группы. После оперативного вме-
шательства отмечено значительное количество кле-
ток, экспресссирующих CD5+антиген (t = –6,015, 
sig.<0,0001, p = 0,013), а относительное количество 
СD19+ лимфоцитов снизилось. Вместе с тем выяв-
лено снижение числа СD19+CD21+ В-лимфоцитов 
с 83,6 до 73,9 % (p = 0,08). Следует отметить, что 
наибольшее число зрелых СD19+CD21+ В-клеток 

рис. 2. Содержание B-лимфоцитов и их субпопуляций у больных 
со спленосохранной D2-лимфодиссекцией

рис. 3. Показатели В-клеток в группе больных раком желудка после гастрэктомии со стандартной D2-лимфодиссекцией и спленэктомией 
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в организме аккумулировано в маргинальной зоне 
селезенки. При сравнении 1-й и 2-й групп больных 
раком желудка после проведенного оперативного 
вмешательства спустя 3 мес. обращает на себя внима-
ние выраженное количество CD19+CD5+В-клеток 
у пациентов 2-й группы, достигающее 21,7 % (p = 0,049), 
которые являются предшественниками функциональ-
но более совершенных, клонально более разнообраз-
ных истинных В-клеток.

Заключение
Полученные результаты по изучению особенно-

стей В-клеточного звена иммунитета у больных ра-
ком желудка демонстрируют нарушение состава 
субпопуляций В-лимфоцитов, которое затрагивает 
в первую очередь В1а-популяцию. На дооперацион-
ном этапе большинство В-клеток периферической 
крови больных раком желудка слабо экспрессирова-
ли антиген CD21, который ассоциирован с другими 
молекулами в комплексе, называемом В-клеточным 

корецептором, связывание антигена с которым уси-
ливает активационный сигнал, передаваемый через 
BCR. Вместе с тем у больных раком желудка отмече-
ны присутствие выраженного количества CD23+ 
В-клеток и случаи клональных В-клеток. После хи-
рургического вмешательства в группе больных 
со стандартной D2-лимфодиссекцией и спленэкто-
мией значительно возрос процент CD5+ В-лимфо-
цитов с 12,9 до 21,8 %, тогда как суммарное количе-
ство CD19+-лимфоцитов и CD19+СD21+-клеток 
снизилось. Учитывая полученные данные и прини-
мая во внимание, что В1-лимфоциты осуществляют 
преимущественно тимуснезависимый ответ и в ос-
новном продуцируют антитела класса М, у больных 
раком желудка после спленэктомии может наблю-
даться иммунодепрессия, сопровождающаяся сни-
жением образования антител, в том числе IgМ, 
играющего важную роль в индукции апоптоза опу-
холевых клеток, поскольку подавляющий процент 
сывороточного IgМ секретируется В1-клетками.
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