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The immune response to immunogenic stimuli 
depends on various factors like cytokine context, 
way of entry, and immune status of the organism. 
In mice, female chemosignal entry into the male 
organism via the respiratory system causes activation 
of the mucosal immune response, which leads to the 
development of enhanced resistance to infec tions 
and is of adaptive value. However, the activation 
of mucosal immunity depends on the genetic pre­
dispositions of the immune response. BALB/c and 
C57BL/6 are prototypically Th2­ and Th1­type mouse 
strains, respectively, therefore, they can serve as 
perfect model organisms for studying mechanism 
of lung mucosal immune activation in response 
to female chemosignals. Respiratory tract mucosal 
immune response to intranasal application of LPS, 
urea solution, saline and female urine used as a 
chemosignal was investigated in BALB/c and C57BL/6 
male mice. Application of both female urine and LPS 
increased total white blood cell count and protein 
concentration in bronchoalveolar lavage fluid in 
BALB/c, but not in C57BL/6 male mice, suggesting 
an important role of Th2 pathway in lung mucosal 
immune response. At the same time, urine application 
provoked a significantly lower plasma corticosterone 
elevation than LPS. Thus, sexual signals associated 
with infection risks provide genotype­dependent 
mobilization of innate immunity without significant 
activation of physiological stress mechanisms.

Key words: female sexual chemosignals; lung mucosal 
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Реакция организма на иммуногенные стимулы во многом зависит 
от факторов, влияющих на тип развития иммунного ответа, таких 
как путь попадания в организм, цитокиновый фон, иммунный 
статус. Ранее было показано, что при попадании в верхние дыха­
тельные пути самцов хемосигнальных молекул самок мышей 
в первую очередь происходит активация мукозального иммуни­
тета, приводящая к повышению сопротивляемости животных 
респираторным инфекциям, что имеет важное приспособитель­
ное значение. Но активация мукозального иммунитета зависит 
от генетических особенностей иммунного реагирования. Мыши 
линий BALB/c и C57BL/6 характеризуются преобладанием гумо­
рального (Th2) и клеточного (Th1) типов иммунного ответа соот­
ветственно и являются хорошей моделью для определения меха­  
низма активации мукозального иммунитета в ответ на хемо сигна­
лы самок. В опытах на самцах мышей линий BALB/c и C57BL/6 
исследовали реакцию мукозального иммунитета респираторной 
системы на интраназальную аппликацию липополисахарида (ЛПС), 
раствора мочевины, физиологического раствора и мочи самок, 
используемой в качестве полового хемосигнала. Моча самок 
и ЛПС вызывали повышение количества лейкоцитов и концен­
тра ции белка в бронхоальвеолярном лаваже (БАЛ) мышей линии 
BALB/c, но не линии C57BL/6, что свидетельствует о решающей 
роли иммунного ответа Th2­типа в активации мукозального 
имму нитета легких. При одинаковом влиянии на мукозальный 
иммунитет аппликация мочи самок вызывала существенно 
меньший подъем концентрации кортикостерона в плазме крови  
по сравнению c ЛПС. Таким образом, сигнальные механизмы 
защиты от инфекционных рисков, связанных с размножением, 
обеспечивают генотип­зависимую мобилизацию неспецифиче­
ского иммунитета без существенной активации физиологиче ских 
механизмов стресса. 

Ключевые слова: половые хемосигналы самок; мукозальный 
иммунитет легких; преобладание иммунного ответа Th1­ или 
Th2­ типов; BALB/c; C57BL/6. 
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Ранее было показано, что экспозиция самцов мышей 
запахом половозрелых самок приводит к миграции 
иммунокомпетентных клеток в бронхоальвеолярное 

пространство (Литвинова и др., 2009; Litvinova et al., 
2009; Moshkin et al., 2013), в результате чего повышается 
устойчивость к заражению вирусом гриппа (Litvinova et 
al., 2010). Иными словами, хемосигналы к размножению, 
с которым связан риск респираторных инфекций при оль-
факторном поиске партнера, усиливают мукозальный им-
мунитет дыхательных путей. Но адаптивная значимость 
такой реакции может быть разной при преобладании 
клеточного (Th1) или гуморального (Th2) типов иммун-
ного ответа. Как известно, Т-лимфоциты мышей линии 
C57BL/6 секретируют в основном цитокины, характерные 
для Th1-иммунного ответа, а мышей линии BALB/c – 
для Th2-ответа (Mills et al., 2000). Мыши Th1-типа 
характеризуются более высокой бактерицидной актив-
ностью макрофагов по сравнению с мышами, у которых 
доминирует Th2-ответ (Mills et al., 2000; Watanabe et al., 
2004; Depke et al., 2014). При этом мыши линии C57BL/6 
более устойчивы к некоторым респираторным инфекциям, 
чем мыши линии BALB/c (Paula et al., 2011; Shrivastava  
et al., 2015). 

Неодинаковая восприимчивость линий C57BL/6 
и BALB/c к респираторным инфекциям предполагает 
отличие в реакции этих генотипов на стимулы, мобили-
зующие мукозальный иммунитет. Действительно, ин-
траназальная аппликация наночастиц двуокиси кремния 
вызывает более выраженную активацию мукозального 
иммунитета у мышей BALB/c, чем у C57BL/6 (Мошкин 
и др., 2011). Сравнительные исследования иммунных 
реакций у данных линий мышей представляют интерес 
не только для оценки вклада Th1- и Th2-реагирования 
в формирование защитных реакций, но и для выбора 
тест-объектов при экотоксикологических испытаниях.

Цель представленной работы – изучение межлинейных 
различий иммунного реагирования самцов линий C57BL/6 
и BALB/c на половые хемосигналы самок, в качестве ко-
торых использовали обоснованный L.C. Drickamer (1984) 
метод интраназальной аппликации мочи.

Материалы и методы
Исследование выполнено на базе Центра генетиче-
ских ресурсов лабораторных животных ИЦиГ СО РАН 
(RFMEFI61914X0005 и RFMEFI62114X0010) на мышах 
инбредных линий C57BL/6 (20 самцов и 10 самок) и 
BALB/c (17 самцов и 10 самок). В возрасте 10 нед самцов 
и самок рассаживали в индивидуально вентилируемые 
клетки (OptiMice): самцов – по одному, а самок – по пять. 
Температуру поддерживали на уровне 24 ± 1 °С; влаж-
ность – 40–50 %; световой режим – 14 ч день / 10 ч ночь; 
корм и вода – ad libitum. После двухнедельного индивиду-
ального содержания самцы мышей каждой из линий были 
поделены на четыре группы по четыре - шесть особей, за 
исключением группы из двух самцов линии BALB/с, экс-
понированных раствором мочевины.

Через 15 мин после наркотизации этаминалом натрия 
в дозе 40 мг/кг (внутрибрюшинное введение 200 мкл 
раствора) самцам первой группы интраназально аппли-
цировали 25 мкл разведенной мочи самок, самцам из 

второй группы – 25 мкл раствора ЛПС (E. сoli, серотип 
055 : В5, Sigma, США, в дозе 50 мкг/кг); самцам третьей 
группы – 25 мкл раствора мочевины (Sigma, США) в кон-
центрации 0,2 мг/мл, что соответствует концентрации 
мочевины в моче мышей, разведенной в пять раз. Самцам 
контрольной группы вводили 25 мкл физиологического 
раствора. Мочу для интраназального введения собирали от 
10 половозрелых самок по 10–20 мкл в общую пробирку, 
тщательно перемешивали, замораживали и хранили при 
–20 °С. За день до начала эксперимента образцы мочи 
размораживали при комнатной температуре и разводили 
физиологическим раствором в пять раз.

Через 4 ч после введения препаратов животных 
умерщвляли методом краниоцервикальной дислокации 
и собирали образцы БАЛ, промывая легкие тремя порци-
ями физиологического раствора объемом по 1 мл, через 
интравенозный катетер (KD Medical GmbH Hospi tal Pro-
ducts, Германия), введенный в трахею. Все три порции 
объединяли в одной центрифужной пробирке с граду-
ированным объемом (TPP, Швейцария). Образцы БАЛ 
центрифугировали 5 мин при 2 000 об/мин при +4 °С для 
осаждения клеток. Супернатант отбирали и определяли 
в нем концентрацию белка по методу Бредфорда. Под-
счет клеток проводили в 300 мкл образца БАЛ. Осадок 
встряхивали для равномерного распределения клеток. 
Общее количество лейкоцитов подсчитывали в камере 
Горяева под микроскопом проходящего света Leica DM-
1000 (Leica Microsystems, Германия) после окрашивания 
раствором Тюрка (Türk’s solution, Merk, Германия). Ко-
личество клеток пересчитывали на 1 мл. Образцы крови 
брали из ретроорбитального синуса прижизненно через 
4 ч после введения растворов, т. е. непосредственно перед 
краниоцервикальной дислокацией. Концентрацию корти-
костерона определяли в плазме крови радиоиммунным 
методом, согласно протоколу к используемым антителам 
(Anti-Corticosterone, Sigma).

Данные количества лейкоцитов и концентрации белка 
в БАЛ, а также концентрации кортикостерона в плазме 
крови были предварительно логарифмированы, что по-
зволило привести их вариационные ряды к нормальному 
распределению. Поэтому для выявления эффектов гено-
типа и введения препаратов на показатели количества 
лейкоцитов и концентрации белка в БАЛ и уровня корти-
костерона в плазме крови использовали многофакторный 
дисперсионный анализ. При сравнении средних в двух 
группах животных по непараметрическому критерию 
Манна – Уитни использовали нелогарифмированные дан-
ные. Для множественного сравнения средних применяли 
LSD-тест.

Результаты и обсуждение
Двухфакторный дисперсионный анализ показал, что на 
общее количество лейкоцитов в БАЛ (рис. 1, а) оказы-
вали влияние генотип (F1,36 = 84,88, p < 0,001), введение 
растворов (F1,36 = 4,76, p = 0,008) и взаимодействие этих 
факторов (F1,36 = 5,54,  p = 0,004). Число лейкоцитов в БАЛ 
значимо повышалось в ответ на введение ЛПС и мочи 
самок по сравнению с группой, получавшей физиологи-
ческий раствор, только у самцов линии BALB/c. У самцов 
линии C57BL/6 их число не изменялось. Введение раство-
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ра мочевины не влияло на количество лейкоцитов в БАЛ 
у мышей обеих линий.

Концентрация белка в БАЛ (рис. 1, б) также зависела 
от генотипа самцов мышей (F1,36 = 39,34, p < 0,001) и от 
введения растворов (F1,36 = 3,23,  p = 0,04). Эффект взаимо-
действия факторов «генотип» и «введение растворов» был 
близким к статистически значимому (F1,36 = 2,7,  p = 0,06). 

Введение ЛПС и мочи самок вызывало повышение кон-
центрации белка в БАЛ по сравнению с контролем только 
у самцов мышей линии BALB/c. У самцов линии C57BL/6 
концентрация белка в БАЛ в ответ на эти стимулы не из-
менялась. Введение мочевины не влияло на уровень белка 
у мышей обеих линий.

Таким образом, интраназальная аппликация ЛПС вы-
зывала увеличение числа лейкоцитов и концентрации 
белка в БАЛ только у самцов линии BALB/c, для которых 
характерно преобладание Th2-типа иммунного ответа, но 
не влияла на эти показатели у животных линии C57BL/6. 
Это можно объяснить тем, что Th2-цитокины индуцируют 
экспрессию селективных хемокинов, которые усиливают 
направленную миграцию лейкоцитов из кровотока в очаг 
воспаления, тогда как Th1-цитокины подавляют их про-
дукцию (Bonecchi et al., 1998; Iellem et al., 2000). Меж-
линейные различия в реакции мукозального иммунитета 
дыхательных путей, установленные по отношению к ЛПС, 
были полностью воспроизведены при использовании 
в качестве иммуномодулирующего стимула половых хе-
мосигналов. Причем величина лейкоцитарной и белковой 
реакции на аппликацию мочи была сопоставима с тако-
вой в ответ на интраназальное введение бактериального 
эндотоксина. 

Как следует из наших экспериментов, реакция му-
козального иммунитета мышей линии BALB/c на ап-
пликацию мочи не связана с раздражающим действием 
мочевины, введение которой не влияло на количество 
лейкоцитов и концентрацию белка в БАЛ. Это хорошо 
согласуется с полученными ранее результатами, из кото-
рых следует, что запах загрязненной подстилки из клеток 
с половозрелыми самками стимулирует у самцов мышей 
миграцию лейкоцитов в бронхоальвеолярное простран-
ство даже при отсутствии прямого контакта с источником 
запаховых стимулов (Литвинова и др., 2009; Litvinova et 
al., 2009, 2010). 

На концентрацию кортикостерона в плазме крови досто-
верное влияние оказывали генотип животных (F1,37 = 4,26, 
p = 0,048) и введение растворов (F1,37 = 6,48, p = 0,002). 
Взаимодействие этих факторов не было статистически 
значимым (F1,37 = 0,78,  p = 0,51). Так как взаимодействие 
факторов не вносило существенного вклада в дисперсию 
анализируемого признака, то для оценки влияния рас-
творов данные по обоим генотипам были объединены 
после их предварительного центрирования относительно 
средних значений для каждой линии мышей. Из анализа 
остаточных дисперсий видно, что введение ЛПС вызыва-
ло максимальный подъем концентрации кортикостерона 
в плазме крови (рис. 2). При интраназальной аппликации 
мочи и мочевины уровень глюкокортикоидов был ниже, 
чем при аппликации ЛПС.

Хорошо известно, что бактериальный эндотоксин акти-
вирует не только неспецифическую иммунную систему, 
но и механизмы стресс-реакции (Tonelli et al., 2008). Од-
нако именно в этом компоненте реагирования выявлены 
существенные отличия ЛПС и запаховых стимулов. При 
одинаковом влиянии на мукозальный иммунитет апплика-
ция мочи самок вызывала существенно меньший подъем 
концентрации кортикостерона в плазме крови по сравне-
нию с ЛПС. Такой же подъем уровня глюкокортикоидов 
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был отмечен и при интраназальном введении раствора 
мочевины. При сопоставлении полученных данных с 
результатами экспериментов, в которых было исследо-
вано дистантное действие запаха самок на иммунные и 
эндокринные характеристики самцов, можно заключить, 
что половые хемосигналы стимулируют миграцию лей-
коцитов в бронхоальвеолярное пространство, а мочевина, 
попадающая в верхние дыхательные пути при аппликации 
мочи самок, в большей степени отвечает за наблюдаемую 
в этом случае умеренную стресс-реакцию.

Итак, хемосигналы самок, содержащиеся в моче, вы-
зывают активацию механизмов мукозального иммуни-
тета респираторной системы у самцов, но в отличие от 
эффектов ЛПС эта реакция сопровождается меньшим 
стрессорным эффектом. Выраженность запаховой имму-
номодуляции зависит от генотипа животных, определяю-
щего разный уровень восприимчивости к респираторным 
инфекциям. Активация мукозального иммунитета более 
выражена у мышей линии BALB/c, которые характеризу-
ются генетически детерминированным преобладанием ре-
акции Т-хелперов второго типа (Mills et al., 2000; Watanabe 
et al., 2004). У мышей линии C57BL/6, которые консти-
тутивно более устойчивы к респираторным инфекциям, 
мукозальная реакция на сигнальные иммуномодуляторы 
практически отсутствует. Полученные данные служат еще 
одним обоснованием необходимости учета генетических 
особенностей иммунного реагирования при исследовании 
реакций организма на иммуностимулирующие аэрозоли, 
включая наночастицы и разные виды аллергенов.
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