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Резюме

С целью установления предполагаемой роли системы комплемента в регуляции гомеостаза и защитных реакций 
в кишечном эпителии был проведен иммунофлуоресцентный анализ локализации компонента комплемента С1q 
в воспалённой слизистой оболочке двенадцатиперстной кишки человека (СОДПК) (дуоденит II–III степени) с исполь-
зованием С1q-специфических антител. Полученные данные свидетельствуют о выраженном присутствии компо-
нента комплемента С1q в различных зонах СОДПК при воспалении, как эпителиальном слое, так и в собственной 
пластинке, где С1q локализуется в области базолатеральной мембраны энтероцитов и некоторых свободных клетках, 
предположительно нейтрофилах, макрофагах и тучных клетках. С1q-специфическая реакция в эпителиоцитах 
и секреторных протоках дуоденальных (бруннеровых) желёз указывает на возможную секрецию С1q. Ко-локализация 
C1q, катепсина G и белков клеточной адгезии в эпителии СОДПК предполагает их взаимодействие в регуляции ткане-
вого метаболизма, модификации и поддержании барьерных свойств кишечного эпителия в норме и при воспалении.
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Summary

In order to establish the supposed role of the complement system in the regulation of homeostasis and defense reactions 
in the intestinal epithelium, an immunofl uorescent analysis was conducted of localizing the C1q complement component 
in the infl amed mucosa of the human duodenum (DM) (duodenitis II–III degree) using C1q-specifi c antibodies. The fi ndings 
suggest a pronounced presence of the C1q complement component in various DM areas during infl ammation, both in the 
epithelial layer and in the lamina propria, where C1q is localized in the region of the basolateral membrane of enterocytes 
and some free cells, presumably neutrophils, macrophages and mast cells. A C1q-specifi c reaction in the epithelial cells and 
secretory ducts of the duodenal glands indicates a possible secretion of C1q. Co-localization of C1q, cathepsin G and cell 
adhesion proteins in the DM epithelium implies their interaction in the regulation of tissue metabolism, modifi cation and 
maintenance of the barrier properties of the intestinal epithelium in normal and with infl ammation.
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Введение

Поддержание кишечного гомеостаза предполагает 
сложную систему иммунных реакций, включаю-
щих распознавание и презентацию антигенов, пе-
редачу сигналов воспаления что, в конечном итоге, 
обеспечивает развитие адекватного иммунного 
ответа [1]. На всех стадиях этого процесса участвует 
система комплемента – высоко консервативная 
часть врожденной иммунной системы, которая 
как бы «дополняет» антибактериальную актив-
ность антител [2]. Система комплемента способ-
на не только узнавать и уничтожать бактерии, но 
и контролировать клеточные процессы, такие как 
миграция, восстановление, регенерация и апоптоз 
[3]. Кишечная система комплемента способствует 
барьерной функции кишечного эпителия и раз-
витию локального иммунного ответа, индуцируя 
пролиферацию стволовых клеток кишечного эпи-
телия и запуск провоспалительных сигнальных 
каскадов [3].

Компонент комплемента C1q путём связывания 
с иммуноглобулинами, находящимися в комплек-
се с антигенами, инициирует классический путь 
активации системы комплемента [4]. Молекула 
C1q представляет собой сложный гликопротеин, 
собранный из 18 полипептидных цепей, орга-
низованных в С-концевой области в глобуляр-
ные структуры (головки), которые обеспечивают 
функцию распознавания и связывания, тогда как 
в N-концевой области структура полипептидных 
цепей имеет сходство с коллагеном и опосредует 
иммунные эффекторные механизмы [4]. Данные, 
накопленные к настоящему времени, показали, что 
C1q играет универсальную роль в растущем списке 
физиологических и патологических процессов, 

включая хемотаксис, ангиогенез, нейрональный 
прунинг, воспаление, аутоиммунные заболевания 
и рак [4, 5]. Хотя белки комплемента синтезируются 
преимущественно в печени, C1q уникален тем, что 
его синтезируют клетки миелоидного происхожде-
ния, такие как макрофаги, дендритные и тучные 
клетки [6]. Локально секретируемый C1q функци-
онирует аутокринным / паракринным способом, 
индуцируя провоспалительные и противовоспали-
тельные цитокины, и может рассматриваться как 
«комплемин» – белок комплемента с цитокин-по-
добной активностью [7]. Известно также, что C1q 
может влиять на адгезию клеток, стимулируя экс-
прессию адгезионных белков [8].

Приведенные выше сведения о свойствах C1q 
предполагают влияние этого компонента компле-
мента на гомеостаз и барьерные свойства слизистой 
оболочки в условиях воспаления. С целью установ-
ления предполагаемой роли системы комплемента 
в регуляции гомеостаза и защитных реакций в ки-
шечном эпителии был проведен иммунофлуорес-
центный анализ локализации С1q в воспалённой 
слизистой оболочке двенадцатиперстной кишки 
человека (СОДПК) (дуоденит II–III степени) с ис-
пользованием С1q-специфических антител. Также 
изучали ко-локализацию С1q и катепсина G (Кат 
G) – сериновой протеазы, которая, как мы ранее 
показали, секретируется клетками Панета кишеч-
ных желёз и продуцируется некоторыми иммуно-
цитами СОДПК [9]. Кат G участвует в регуляции 
иммунного ответа и, как предполагается, является 
фактором поддержания тонкого равновесия меж-
ду защитой ткани и ее повреждением в условиях 
воспаления [10, 11].

Материалы и методы

Для анализа экспрессии в СОДПК человека компо-
нента С1q и Кат G использовали антитела козы про-
тив С1q человека (любезно предоставлены проф. 
Л. В. Козловым, НИИ эпидемиологии и микробио-
логии им. Г. Н. Габричевского, Москва), мыши-
ные антитела против Кат G, меченые FITC (Novus 
Biologicals, USA) и вторичные антитела против 
IgG козы, меченные FITC и PE (фирма Invitrogen). 
Биоптаты СОДПК (диагноз – хронический дуоде-
нит II–III степени) были получены в ходе эндоско-
пического обследования пациентов с их инфор-
мированного согласия. Биоптаты фиксировали 
4% параформальдегидом в фосфатном буфере (ФБ) 
в течение 30 мин при 37 °C. После фиксации ткань 
отмывали в ФБ и оставляли на ночь в 30% сахаро-
зе, после чего заливали средой для криостатных 
срезов Killik (Advanced Research Systems, США). 

Криосрезы толщиной 7 мкм получали на крио-
томе TermoPhisherScientifi c, США) и помещали на 
стеклах с поли-L-лизином (TermoPhisherScientifi c, 
США). Образцы биоптатов инкубировали с нор-
мальной сывороткой человека для блокирования 
неспецифического связывания. Антитела добав-
ляли в концентрации 1 мкг/образец на 2 часа при 
комнатной температуре. Контрастное окраши-
вание проводили митохондриальным красите-
лями MitoTrackerRed (MTR) и MitoTrackerGreen 
(MTG) (Invitrogen, США). За 30 мин до окончания 
инкубации вносили ядерный краситель H33342 
(Sigma). Далее образцы отмывали и заливали по-
лимеризующейся средой Mowiol 4.88 (Calbiochem, 
Германия). Образцы анализировали с помощью 
конфокального сканирующего микроскопа Nikon 
TE2000 Eclipse (Япония).

Результаты и обсуждение

Биоптаты СОДПК человека (дуоденит II–III степени) 
исследовали методом конфокальной иммунофлуо-
ресцентной микроскопии с использованием специ-

фических антител к компоненту комплемента С1q 
и Кат G. Показано присутствие С1q в эпителиальном 
слое кишечных ворсин (рис. 1; А, Б). Связывание 
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С1q-специфических антител регистрировали, пре-
имущественно, в области базолатеральной мем-
браны энтероцитов (рис. 1; Б); в некоторых случаях 
С1q-специфическую флуоресценцию наблюдали на 
щёточной кайме (рис. 1; В). В строме ворсин флуо-
ресцентная метка указывала на экспрессию С1q в об-
ласти расположения свободных клеток (рис. 1; В, Г).

Экспрессию С1q наблюдали также в области ба-
золатеральной мембраны эпителиоцитов кишечных 
желёз (крипт Либеркюна) и в строме вблизи крипт, 
где специфическая флуоресценция была сопряжена, 
в частности, со свободными клетками lamina propria 
(рис. 1; Д, Е). В некоторых из них, предположительно, 
нейтрофилах, макрофагах и тучных клетках, наблю-
дали колокализацию С1q и Кат G (рис. 1; Ж, З).

С1q-специфическую флуоресценцию регистриро-
вали также в подслизистом слое в области располо-
жения дуоденальных (бруннеровых) желёз (рис. 2). 
Связывание антител к С1q наблюдали в рыхлой 
соединительной ткани между железами (рис. 2; А), 
среди иммунопозитивных к С1q клеток встречались 
фибробласты (рис. 2; Б). В некоторых случаях С1q-
позитивное окрашивание наблюдали в базальной 
части секреторных эпителиоцитов и секреторном 
протоке, что может указывать на секрецию С1q дуо-
денальными железами (рис. 2; В, Г).

Полученные данные свидетельствуют о выра-
женном присутствии компонента комплемента С1q 
в различных зонах СОДПК при воспалении, как 
эпителиальном слое, так и в собственной пластин-
ке, где С1q локализуется в области базолатераль-
ной мембраны энтероцитов и некоторых свободных 
клетках. Аналогичную локализацию С1q наблюдали 
в СОДПК детей при аутизме, причём авторы указыва-
ют на сопутствующий этой патологии дуоденит [12]. 
Наблюдаемая иммуноспецифическая к С1q реакция 
в фибробластах может свидетельствовать о роли этого 
компонента комплемента в поддержании целостно-
сти рыхлой соединительной ткани. Известно, что 
фибробласты селективно взаимодействуют с активи-
роваными компонентами комплемента в очаге воспа-
ления, где возрастает локальный синтез белков ком-
племента [13]. Избыточная продукция компонентов 
и/или аномальная активация комплемента нарушает 
функцию фибробластов, что приводит к необратимо-
му нарушению структуры соединительной ткани [13]. 
В литературе имеются данные о локализации C1q 
в коллагеновых волокнах и цитоплазме фибробластов 
в соединительной ткани печени при патологии [14].

В нашей работе показано присутствие С1q в эпи-
телиоцитах и секреторных протоках дуоденальных 
(бруннеровых) желёз, расположенных в подсли-
зистом слое, что может указывать на секрецию 
С1q в зону эпителия. Роль дуоденальных желёз 
в кишечном иммунитете и патогенезе некоторых 
аутоиммунных заболеваний, в том числе, с уча-
стием системы комплемента, была отмечена в ряде 
исследований [15, 16].

Ко-локализация С1q и Кат G в некоторых имму-
ноцитах свидетельствует о возможной функцио-
нальной взаимосвязи этих белков при активации 
иммунной реакции. Кат G – сериновая протеаза 
иммуноцитов, участвующая в регуляции иммун-
ного ответа. Спектр биологической активности 
Кат G включает регуляторные, бактерицидные 
и деструктивные функции, что предполагает ак-
тивное участие этой протезы в защитно-восстано-
вительных реакциях организма [10, 11]. В СОДПК 
человека Кат G синтезируется большинством им-
муноцитов [9], включая нейтрофилы, макрофаги 
и тучные клетки, которые, согласно имеющимся 
данным, могут также экспрессировать С1q [6, 17]. 
Таким образом, среди свободных клеток, в которых 
была зафиксирована ко-локализация С1q и Кат G, 
мы предполагаем наличие нейтрофилов, клеток 
макрофагального ряда и тучных клеток.

В опубликованных ранее исследованиях мы по-
казали синтез и секрецию Кат G клетками Панета 
кишечных желёз [9], в связи с чем была предложена 
роль этого фермента в модуляции иммунных реак-
ций с участием локальной ренин-ангиотензиновой 
системы (РАС), компоненты которой локализованы 
в эпителиальном слое СОДПК [18, 19]. Ангиотензин-
генерирующие свойства Кат G [20] предполагают Кат 
G –зависимую активацию локальной РАС в СОДПК, 
что может оказывать стимулирующий эффект на 
систему комплемента [21]. Участие С1q в процессах 
клеточной адгезии [3, 8] предполагает опосредован-
ное взаимодействие этого компонента с адгезионны-
ми белками, в том числе, кадгеринами в СОДПК [22]. 
Суммарные данные о близкой локализации C1q, Кат 
G и белков клеточной адгезии в эпителии СОДПК, 
полученные нами в настоящем и опубликованных 
ранее исследованиях [9, 22], свидетельствуют о воз-
можности их взаимодействия в регуляции тканевого 
метаболизма, модификации и поддержании барьер-
ных свойств кишечного эпителия в норме и при 
воспалении (рис. 3).

Выводы

Иммунофлуоресцентное исследование биоптатов 
СОДПК человека (дуоденит II–III степени) методом 
конфокальной микроскопии с использованием спец-
ифических к компоненту комплемента С1q антител 
выявило экспрессию С1q в эпителиальном слое, соб-
ственной пластинке и подслизистой основе СОДПК.

С1q-специфическое связывание антител наблю-
дали в области базолатеральной мембраны энтеро-
цитов ворсин и крипт (кишечных желёз); фибробла-
стах и свободных клетках стромы, где в некоторых 
иммуноцитах, предположительно, нейтрофилах, 

макрофагах и тучных клетках, была выявлена ко-ло-
кализация С1q и Кат G.

Иммуноспецифическую к  С1q реакцию на-
блюдали также в эпителиоцитах и секреторных 
протоках дуоденальных (бруннеровых) желёз, что 
указывает на возможную секрецию С1q в зону эпи-
телия. Близкое расположение C1q, Кат G и белков 
клеточной адгезии в эпителии СОДПК предпола-
гает их взаимодействие при участии в регуляции 
тканевого метаболизма и барьерных свойств ки-
шечного эпителия.
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Рисунок 1.

Figure 1.

Иммунолокализация компонента комплемента С1q в эпи-
телиальном слое (А - В), строме (Г) кишечных ворсинок 
и в области расположения кишечных желёз (Д, Е) СОДПК че-
ловека. С1q – специфическое окрашивание – красный (А, Б, Г, 
Д, Е) и зелёный (В); стрелка указывает на С1q-специфическую 
иммунофлуоресценцию в области щёточной каймы. Ко-лока-
лизация C1q (красный) и катепсина G (зелёный) в свободных 
клетках (Ж, З); стрелка указывает на одну из клеток, иммуно-
позитивных к C1q и катепсину G (жёлтый). Контроль вторых 
(меченых) антител (И). Клеточные ядра окрашены синим. 
Увеличение ×200 (А, Д, Ж, З, И); ×1000 (Б – Г; Е).

Immunolocalization of the complement component C1q in the 
epithelial layer (A - В), stroma (Г) of the intestinal villi and in the 
region of the intestinal glands (Д, E) of human duodenal mucosa. 
C1q – specifi c staining is red (А, Б, Г, Д, Е) and green (В); the 
arrow indicates C1q-specifi c immunofl uorescence in the area of 
the brush border. Co-localization of C1q (red) and cathepsin G 
(green) in free cells (Ж, З); the arrow indicates one of the cells im-
munopositive for C1q and cathepsin G (yellow). Control of second 
(labeled) antibodies (И). Cell nuclei are colored blue. Magnifi ca-
tion: ×200 (А, Д, Ж, З, И); ×1000 (Б–Г; Е).
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Рисунок 3.
С1q, катепсин G и Е-кадге-
рин в регуляции гомеостаза 
и защитных реакций в ки-
шечном эпителии в норме 
и при воспалении (схема). 
При составлении схемы 
были использованы литера-
турные данные и результаты 
собственных исследований, 
упомянутые в тексте.

Figure 3.
C1q, cathepsin G and E-cad-
herin in the regulation of 
homeostasis and protective 
reactions in the intestinal 
epithelium in normal and 
infl ammation (scheme). In 
drawing up the scheme, the 
literature data and the results 
of own research mentioned in 
the text were used.

Рисунок 2.
Иммунолокализация компонента 
комплемента С1q (красный) в обла-
сти расположения дуоденальных 
(бруннеровых) желёз. (А) – свя-
зывание антител к С1q в рыхлой 
соединительной ткани между же-
лезами; выделенное изображение 
представлено в увеличенном виде 
(Б), стрелкой отмечен фибробласт. 
С1q-позитивное окрашивание 
в базальной части секреторных 
эпителиоцитов (В, Г; указано ) 
и секреторном протоке (Г, стрелка) 
дуоденальных желёз. Клеточные 
ядра окрашены синим, цитоплаз-
ма – зелёный (А, Б). Увеличение 
×200 (А); ×1000 (Б–Г).

Figure 2.
Immunolocalization of the com-
plement component C1q (red) in 
the area of the duodenal (Brunner’s 
glands). (A) – binding of antibodies 
to C1q in loose connective tissue 
between the glands; the selected 
image is shown in an enlarged view 
(Б), the arrow indicates the fi bro-
blast. C1q-positive staining in the 
basal part of the secretory epithelial 
cells (В, Г; indicated with ) and 
the secretory duct (Г, arrow) of the 
duodenal glands. Cell nuclei are col-
ored blue, cytoplasm is green (A, Б). 
Increase ×200 (A); ×1000 (Б–Г).
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