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Исследования последних лет были по большей части сосредоточены на роли В�клеток в развитии метабо�
лических заболеваний, в то время как функция В�клеток в гомеостазе жировой ткани остается по�прежне�
му не ясной. Белок, взаимодействующий с доменом трансактивации Pax (Pax transactivation domain�interact�
ing protein, PTIP), являясь одним из ключевых факторов гуморального иммунитета, необходим для разви�
тия и активации В�клеток. В настоящей работе мы исследовали роль В�клеток в гомеостазе жировой ткани
при физиологических условиях на модели мышей с дефицитом PTIP в В�клетках (Ptip–/– мыши). Запасание
жира у мышей 8�недельного возраста оценивали с помощью микро�КТ; у Ptip–/– мышей наблюдалось зна�
чительное снижение отложения подкожно�жировой ткани (ПЖТ). Ненаправленное общее профилирова�
ние липидов показало, что у Ptip–/– мышей был изменен состав триглицеридов в ПЖТ. Тем не менее соглас�
но результатам проточной цитометрии, разницы в количестве клеток�предшественников адипоцитов в
ПЖТ мышей дикого типа (WT) и Ptip–/– мышей обнаружено не было. Для изучения влияния устойчивых
уровней антител IgM и IgG на отложение жира Ptip–/– мышам внутрибрюшинно вводили сыворотку от мы�
шей WT один раз в 3–4 дня в течение 4 недель. После 4 недель инъекций масса паховой подкожно�жировой
ткани мышей�реципиентов не показала значительного увеличения по сравнению с контролем. Наши ре�
зультаты демонстрируют, что PTIP, контролируя состояние В�клеток, играет важную роль в регулировании
размера подкожных адипоцитов, состава триглицеридов и запасания жира в физиологических условиях.
Снижение отложения подкожного жира у Ptip–/– мышей, по�видимому, не связано с количеством клеток�
предшественников адипоцитов. Значения устойчивых уровней антител IgM и IgG in vivo также не связаны с
запасанием подкожного жира.
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ДЕФИЦИТ PTIP В В�ЛИМФОЦИТАХ СНИЖАЕТ ЗАПАСАНИЕ
ПОДКОЖНОГО ЖИРА У МЫШЕЙ
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ВВЕДЕНИЕ

Жировая ткань, как метаболический и эн�
докринный орган, участвует в регуляции гоме�
остаза и метаболизма организма [1]. Согласно
значительному числу клинических данных, раз�
мер адипоцитов и распределение жира ассоции�
рованы с метаболическими характеристиками у
людей с ожирением [2–4]. В более ранних ис�
следованиях было выявлено влияние макрофа�

гов жировой ткани [5], Т�лимфоцитов [6] и
В�лимфоцитов [7] на метаболические наруше�
ния, связанные с ожирением. Иммунные клетки
жировой ткани также участвуют в поддержании
местного гомеостаза [8]. Липогенез в адипоци�
тах стимулируется IgM [9], IgG и Fc�фрагмен�
том IgG [10], что позволяет предположить нали�
чие тесной связи между иммунной средой и го�
меостазом жировой ткани.

Белок, взаимодействующий с доменом тран�
сактивации Pax (PTIP), представляет собой
ядерный белок, содержащий 6 тандемных доме�
нов BRCT и полиглутаминовый тракт (polyQ
region) [11]. PTIP необходим для активации
Т�лимфоцитов [12], эмбрионального развития
[13] и адипогенеза [14]. В В�клетках PTIP играет
важную роль в инициации транскрипции сайта
переключения в локусе тяжелой цепи иммуно�
глобулинов [15]. Кроме того, PTIP участвует в

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : БЖТ – бурая жировая
ткань; ВЖТ – висцеральная жировая ткань; ПА – предше�
ственники адипоцитов; пПЖТ – паховая подкожно�жиро�
вая ткань; ТАГ – триацилглицерид; ACN – ацетонитрил;
H/E – гематоксилин и эозин; IPA – изопропиловый
спирт; PTIP– белок, взаимодействующий с доменом тран�
сактивации Pax; SVF – стромально�васкулярная фракция
(stromal vascular fraction).

* Адресат для корреспонденции.
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достижении устойчивого уровня антител, а так�
же в постиммунной продукции антител IgG и
IgM in vivo путем регулирования развития, акти�
вации и выживаемости групп В�клеток, частич�
но через путь NF�κB [16]. У мышей с дефицитом
PTIP наблюдается нарушение развития клеток
группы В1 и В�клеток маргинальной зоны, но
при этом количество фолликулярных В�клеток
соответствует норме.

В патологических состояниях, например,
при заболеваниях, связанных с ожирением,
В�клетки способствуют развитию воспаления.
Тем не менее о функции В�клеток в гомеостазе
жировой ткани при нормальных физиологичес�
ких условиях известно мало. В настоящем ис�
следовании на модели мышей, нокаутных по ге�
ну Ptip В�клеток, мы продемонстрировали, что
PTIP играет решающую роль в поддержании го�
меостаза жировой ткани при физиологических
условиях путем регуляции В�клеток. Дефицит
PTIP в В�клетках влияет на запасание жира, раз�
мер адипоцитов и состав триглицеридов в под�
кожном жире мышей. Кроме того, снижение за�
пасания подкожного жира у мышей с дефици�
том PTIP, по�видимому, не зависит от количест�
ва клеток�предшественников адипоцитов и ади�
погенного потенциала. Значения устойчивых
уровней антител IgM и IgG in vivo также не вли�
яют на запасание подкожного жира.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Моделирование на животных. Условно нока�
утные мыши по Ptip В�клеток (Cd19 cre/+ Ptip flox/flox)
были получены путем скрещивания Cd19 cre/cre

мышей с Ptip flox/flox мышами [15, 16]. Мыши
Cd19 cre/+ Ptip+/+ (дикий тип, WT) и
Cd19 cre/+ Ptip flox/flox (Ptip–/–), на которых проводи�
ли настоящее исследование, содержались в ус�
ловиях, свободных от патогенов, при 12/12�ча�
совом цикле свет/темнота. Мыши имели сво�
бодный доступ к пище и воде; вес мышей конт�
ролировали. Уровни триглицеридов (ТАГ) и об�
щего холестерина (ОХС) в сыворотке крови из�
меряли с помощью набора реагентов в соответ�
ствии с протоколом производителя («Nanjin
Jiancheng Bioengineering Institute», Китай). Для
исследования ожирения, вызванного питанием,
8�недельные самцы находились на диете с высо�
ким содержанием жиров (60% kcal fat; «Research
Diets», США) в течение 18 недель. В процессе
исследования контролировали вес мышей и их
паховой подкожной жировой клетчатки.

Анализ распределения жировой ткани в организ�
ме. Мышам в возрасте 8 недель проводили анализ
распределения жировой ткани в организме с по�

мощью системы микро�КТ «QuantumGXII»
(«PerkinElmer», США) со следующими настрой�
ками: 70 кВ, 88 мкА и 36 нм FOV (поле зрения).
Запасание подкожного и висцерального жира
анализировали с помощью программного обес�
печения «Analyze 12.0» («PerkinElmer»), постав�
ляемого вместе с прибором.

Гистология. Паховую подкожную жировую
ткань (пПЖТ) выделяли и фиксировали в
4%�ном растворе параформальдегида при 4 °C в
течение 24 ч. Срезы пПЖТ окрашивали гема�
токсилином и эозином (H/E) и визуализирова�
ли с помощью микроскопа («Pannoramic MIDI»,
Венгрия). Для каждого образца случайным об�
разом выбирали 3–5 полей на полученных изоб�
ражениях (увеличение 200×) и определяли сред�
ний размер адипоцитов в каждом поле с по�
мощью программного обеспечения «Image J»
(NIH, США).

Цитокины и антитела в паховой подкожной
жировой ткани. Свежую пПЖТ взвешивали и за�
тем гомогенизировали с использованием среды
для экстракции тканей («Thermo Fisher
Scientific», США), содержащей 1% ингибиторов
протеаз. Затем образцы центрифугировали
(«Eppendorf», Германия) при 12 000 об./мин в те�
чение 20 мин при 4 °C и отбирали супернатант.
Концентрации антител и цитокинов измеряли
методом ИФА с использованием эксперимен�
тального протокола, описанного в нашем пре�
дыдущем исследовании [16]. Для покрытия
ИФА�планшетов использовали антимышиные
антитела IgM или IgG, в каждую лунку добавля�
ли серийные разведения образцов пПЖТ или
сыворотки, инкубацию проводили в течение
1,5 ч при 37 °C. После промывания планшетов
образцы инкубировали с козьими антимыши�
ными антителами IgA, IgM, IgG1, IgG2a, IgG2b,
IgG2c или IgG3 («Southern Biotechnology»,
США), конъюгированными с пероксидазой хре�
на. В завершение во все лунки добавляли
субстратную систему Ультра TMB�блоттинг
(Ultra TMB�Blotting substrate system, «Thermo
Fisher Scientific») и измеряли абсорбцию при
450 нм с помощью планшетного ридера
«Multiskan Sky» («Thermo Fisher Scientific»). В
качестве стандартов использовали образцы
очищенного мышиного иммуноглобулина
(«Biolegend», США). Концентрацию белка опре�
деляли с помощью набора для анализа бицинхо�
ниновой кислоты (bicinchonininc acid, BCA)
производства «Beyotime Biotechnology» (Китай).

Классификация стромально�васкулярных жи�
ровых клеток и В�клеток крови методом FACS
(активируемая флуоресценцией сортировка кле�
ток). Для проведения данного эксперимента бы�
ла выделена стромально�васкулярная фракция
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(SVF) пПЖТ в соответствии с описанием, при�
веденным в предыдущих работах [17, 18]. После
удаления лимфатических узлов пПЖТ взвеши�
вали, готовили образцы одинаковой массы и из�
мельчали их на мелкие кусочки. Образцы инку�
бировали с 0,1%�ным буфером, содержащим
коллагеназу I типа («Sangon Biotech», Китай),
при 37 °C в шейкере в течение 60–90 мин. Путем
расщепления и центрифугирования из каждого
образца получали SVF. Для анализа В�клеток
крови отбирали образцы крови, далее проводили
лизирование эритроцитов лизирующим буфе�
ром («BD Biosciences», США), процедуру выпол�
няли два или три раза. Для окрашивания клеток
использовали моноклональные антитела, такие
как CD24 (клон M1/69), CD29 (клон HMβ1�1),
CD31 (клон 390), CD34 (клон HM34), CD45
(клон 30�F11), Ter�119 (клон TER�119), Sca�1
(клон D7) производства «Biolegend» (США), IgM
(клон II/41), CD19 (клон 1D3) производства
«eBioscience» (США) и B220 (клон RA3�6B2)
производства «BD Biosciences». Клетки SVF и
крови анализировали с помощью проточного
цитометра BD LSRFortessa («BD Biosciences»).
Для идентификации В�клеток (B220+, IgM+) в
крови и клеток�предшественников адипоцитов
(Lin–: CD29+: CD34+: Sca�1+: CD24+) в пПЖТ
использовали программное обеспечение
FlowJo v10 («BD Biosciences»).

Культура клеток стромально�васкулярной
фракции и их дифференцировка. Свежеизолиро�
ванную SVF культивировали в среде DMEM
(«Gibco», США) с добавлением 10%�ной феталь�
ной бычьей сыворотки (FBS, «Gibco») и пени�
циллина/стрептомицина (P/S, «Thermo Fisher
Scientific»). Для определения пролиферативной
способности SVF�клеток использовали набор
«MTT assay kit» («Beyotime Biotechnology»). В
клетках третьего поколения индуцировали диф�
ференцировку с применением 0,5 мМ IBMX
(3�изобутил�1�метилксантин), 1 мкМ дексаме�
тазона, 0,5 мкМ росиглитазона («MCE», США)
и 10 мкг/мл инсулина («Sangon Biotech», Ки�
тай). Через 12 дней клетки фиксировали
4%�ным раствором параформальдегида и окра�
шивали жирорастворимым красным красителем
«Oil Red O» (0,5%�ный раствор в изопропаноле).
На последнем этапе клетки окрашивали гема�
токсилином. Концентрацию ТАГ в адипоцитах
измеряли с помощью набора реагентов в соответ�
ствии с протоколом производителя («Nanjin
Jiancheng Bioengineering Institute»).

Липидомика. Ненаправленное общее профи�
лирование липидов в ткани пПЖТ было прове�
дено в соответствии с нашим предыдущим ис�
следованием [19] с незначительными изменени�
ями.

Для предварительной подготовки образца
10 мг пПЖТ гомогенизировали в 40 мкл воды и
375 мкл метанола (MeOH) («Tedia», США) с ис�
пользованием гомогенизатора «Tissue Cell�
destroyer DS1000» («NewZongke, Viral Disease
Control Bio�Tech LTD», Китай). Гомогенаты тка�
ни переносили в новые центрифужные пробир�
ки Eppendorf. Затем в пробирку последователь�
но добавляли 1250 мкл метил�трет�бутилового
эфира («Tedia») и 300 мкл воды, образец тща�
тельно перемешивали на вортексе. Смесь инку�
бировали в течение 10 мин, а затем центрифуги�
ровали на 15 000 g («Eppendorf»). Далее 400 мкл
супернатанта лиофилизировали («Labconco
Corporation», США) и заново растворяли в
50 мкл смеси CHCl3 : MeOH (2 : 1) и 200 мкл
5 мМ ацетата аммония (AcONH4, «Sigma�
Aldrich», США) в водном растворе изопропило�
вого спирта и ацетонитрила (IPA : ACN : H2O в
отношении 9 : 4 : 2 соответственно; «Merck»,
Германия). Образец для контроля качества по�
лучали путем смешивания 200 мкл супернатанта
из каждого образца.

Профилирование липидов проводили с по�
мощью хроматографической системы Thermo
Vanquish, объединенной с масс�спектрометром
Q Exactive™ Plus Hybrid Quadrupole�Orbitrap
(«Thermo Fisher Scientific»), используя подвиж�
ную фазу, состоящую из растворителя A (10 мМ
AcONH4 в ACN : H2O, 60 : 40 v/v) и растворите�
ля B (10 мМ AcONH4 в IPA : ACN, 90 : 10 v/v). В
эксперименте использовали колонку BEH C18
(100 × 2,1 мм, 1,7 мкм; «Waters», США), которую
выдерживали при 40 °C.

«Сырые» (необработанные) данные из объе�
диненной системы жидкостной хроматографии
и масс�спектрометрии (Thermo ЖХ/МС) были
преобразованы в файлы формата .ABF и импор�
тированы в MS�DIAL для выравнивания пиков.
Идентификация липидов пПЖТ проводилась в
основном с использованием встроенной базы
данных MS�DIAL; тандемные масс�спектры,
время удержания и точное отношение массы к
заряду проверялись вручную.

ПЦР в реальном времени. Тотальную РНК из
В�клеток селезенки и пПЖТ взрослых мышей
экстрагировали в соответствии с протоколом
производителя («CWBIO», Китай). Для разделе�
ния В�клеток и спленоцитов использовали мик�
роносители α�CD43 («Miltenyi Biotec», Герма�
ния). Обратная транскрипция проводилась в со�
ответствии с инструкциями производителя
(«CWBIO»). Количественную ПЦР (SYBR Green
PCR Master Mix, «Yasen Biotechnology», Китай)
проводили с использованием системы ПЦР в
реальном времени («Roche», Швейцария); для
нормализации данных экспрессии генов ис�
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пользовали экспрессию Hprt [15, 16]. Для даль�
нейшего анализа было использовано пороговое
число циклов (cycle threshold, Ct) каждого об�
разца. Используемые праймеры указаны в таб�
лице.

Введение сыворотки. Сыворотку собирали у
WT�мышей в возрасте 6–8 недель. Учитывая пе�
риод полураспада антител (20–23 дня для IgG,
2 дня для IgM и 17–22 ч для IgA) [20], сыворотку
вводили внутрибрюшинно Ptip–/– мышам один
раз каждые 3–4 дня в течение 4 недель. Для
обеспечения адекватной концентрации антител
в сыворотке забор крови у каждой WT�мыши
проводили не более двух раз, а частота сбора
крови составляла один раз в две недели. Перед
инъекцией свежую сыворотку помещали на лед
и подвергали воздействию ультрафиолетового
света в течение 15 мин.

Статистический анализ. Для статистического
анализа использовали программу GraphPad
Prism 7, данные представлены в виде среднего
значения ± стандартная ошибка среднего
(M ± SEM). Для определения значимости разли�
чий между группами применяли двусторонний
непарный t�критерий с использованием поп�
равки Уэлча.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Дефицит PTIP в В�клетках влияет на запаса�
ние жира у мышей при нормальных физиологи�
ческих условиях. В проведенных ранее исследо�
ваниях по изучению роли В�клеток при нару�
шениях метаболизма, связанных с ожирением,
мышам давали корм с высоким содержанием
жиров. Однако такая диета считается внешним
стимулом [21], в то время как ожирение являет�
ся хроническим воспалительным состоянием
низкой степени тяжести [22]. Для изучения ро�
ли В�клеток в гомеостазе жировой ткани при
нормальных физиологических условиях мы ис�
пользовали модель мышей с гомозиготной де�
лецией гена Ptip в В�клетках, при этом мышам
давали стандартный корм. Согласно монито�
рингу массы тела самцов мышей, результаты не
отличались между группами WT (дикий тип) и
Ptip–/– (рис. 1, а). Тем не менее по результатам
микро�КТ, отложение подкожной жировой тка�
ни (ПЖТ) у мышей Ptip–/– заметно уменьши�
лось на ~ 36% по сравнению с контролем, в то
время как в отложениях висцеральной жировой
ткани (ВЖТ) различия не наблюдалось
(рис. 1, б и в). Иссеченная паховая подкожная
жировая ткань (пПЖТ, наиболее репрезента�
тивная форма ПЖТ) была на ~ 26% меньше у
Ptip–/– мышей (рис. 1, в и г). Масса эпидиди�

мальной жировой ткани (ЭЖТ, наиболее репре�
зентативная форма ВЖТ) была меньше у Ptip–/–

мышей, хотя эта разница не достигала статис�
тической значимости. Те же результаты были
получены и у самок мышей 8�недельного воз�
раста (рис. S1a в Приложении). Таким образом,
роль PTIP в регулировании запасания жира не
зависела от пола. Более того, отложения пПЖТ
все еще были заметно меньше у 19�месячных
Ptip–/– мышей, чем у WT�мышей (рис. S1b в
Приложении). Примечательно, что подобной
характеристики не наблюдалось у мышей, по�
лучавших диету с высоким содержанием жиров,
т.е. различия в запасании пПЖТ по сравнению
с контролем обнаружено не было (рис. 1, е).
Кроме того, окрашивание H/E пПЖТ
(рис. 1, ж) показало, что у Ptip–/– мышей было
значительно меньше адипоцитов по сравнению
с WT�мышами. Данные результаты показывают,
что при нормальных физиологических условиях
PTIP участвует в регуляции запасания ПЖТ и
размеров адипоцитов, контролируя функцио�
нирование В�клеток.

Дефицит PTIP в В�клетках изменяет тригли�
церидный состав подкожной жировой ткани. Ос�
новываясь на вышеизложенных наблюдениях,
мы измерили показатели липидов крови и не
обнаружили различий между двумя генотипами
в уровне ТАГ или ОХС в сыворотке крови
(рис. 2, а и б). Жировая ткань является основ�
ным органом запасания ТАГ [23], поэтому мы
проанализировали состав ТАГ в пПЖТ методом
ненаправленного общего профилирования ли�
пидов. Результаты демонстрируют очевидные
изменения в составе различных ТАГ с опреде�
ленной длиной углеродной цепи у мышей Ptip–/–

по сравнению с мышами дикого типа (рис. 2, в),
хотя общее количество ТАГ было неизменным
(рис. 2, г). Следует отметить, что уровни отдель�
ных ТАГ, связанных с адипогенным потенциа�
лом и прогрессированием заболеваний [24],
включая ТАГ56:3, ТАГ56:4, ТАГ56:7 и ТАГ57:4, у
мышей Ptip–/– были заметно ниже (рис. 2, д).
Количество разновидностей основных свобод�

Ген

Ptip

Hprt

Последовательности праймеров для ПЦР в реальном вре�
мени

Последовательность 5′–3′

GCAGCAGCAGCAGCTTTTTG

TGCTCGGGATAGTCCGCAAT

TGCCGAGGATTTGGAAAAAGTG

CACAGAGGGCCACAATGTGATG
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ных жирных кислот (FFA, free fatty acid) в пПЖТ
не различалось между двумя генотипами
(рис. 2, е). Чтобы исключить возможность того,
что наблюдаемые изменения в гомеостазе жиро�
вой ткани у мышей Ptip–/– были вызваны изме�
ненной экспрессией PTIP в ПЖТ, мы измерили
экспрессию Ptip на уровне мРНК в пПЖТ и не
обнаружили разницы между WT и мышами
Ptip–/– (рис. S2a в Приложении). В совокупнос�
ти эти результаты показывают, что дефицит
PTIP в В�клетках не изменяет общее содержа�

ние ТАГ, депонированных в пПЖТ, но значи�
тельно влияет на состав ТАГ.

Профиль антител и клетки�предшественники
адипоцитов в паховой подкожной жировой ткани.
В предыдущем исследовании [16] мы продемон�
стрировали, что PTIP необходим для развития
групп В�лимфоцитов, он усиливает постиммун�
ные и устойчивые уровни сывороточных антител
IgM и IgG in vivo. В дальнейшем мы исследовали
уровни антител в пПЖТ у неиммунизированных
мышей. Так же, как и в случае снижения уровня

Рис. 1. Дефицит PTIP в В�клетках снижает запасание подкожного жира у мышей. а – Изменение массы самцов мышей
(n = 9–12); б, в – распределение жира в организме самцов мышей 8�недельного возраста, данные получены с помощью
микро�КТ (n = 9–12, красная область – ПЖТ (SAT), зеленая область – ВЖТ (VAT)); г, д – репрезентативные изображе�
ния пПЖТ (iSAT), массы висцеральной ткани и висцерального индекса (отношение массы висцеральной ткани к массе
тела) у самцов мышей 8�недельного возраста (n = 9–12, EAT – эпидидимальная жировая ткань, BAT – бурая жировая
ткань); е – масса тела, масса пПЖТ и индекс пПЖТ у мышей, находившихся на диете с высоким содержанием жиров на
протяжении 18 недель (HFD, high�fat diet; n = 6); ж – изображения ткани пПЖТ с окрашиванием H/E (масштаб – 50 мкм)
самцов мышей 8�недельного возраста и средний размер пахового подкожного адипоцита (n = 11–14). Данные представ�
лены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего (M ± SEM), * p < 0,05, ** p < 0,01. (С цветными варианта�
ми рисунков можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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антител в сыворотке крови [16], у мышей с дефи�
цитом PTIP наблюдалось снижение уровня IgM в
2,98 раза, а также значительное снижение уров�
ней IgG1, IgG2b, IgG2c, IgG3 и IgA в пПЖТ
(рис. 3, а). Эти данные демонстрируют, что ус�
тойчивые уровни антител в пПЖТ у мышей
Ptip–/– оказались отличными от WT�мышей. Од�
нако уровни нескольких важных цитокинов у
мышей Ptip–/– оставались неизменными
(рис. 3, б). Анализ В�клеток в пПЖТ и в крови
продемонстрировал, что Ptip–/– мыши имеют
аналогичную частоту и количество В�клеток по
сравнению с WT�мышами (рис. S2b в Приложе�

нии; данные для В�клеток в пПЖТ не показаны).
Клетки�предшественники адипоцитов (ПА) в
стромально�васкулярной фракции (SVF) жиро�
вой ткани отвечают за адипогенез, а возмож�
ность наращивания жировых депо определяется
числом и активностью ПА�клеток [25]. Чтобы
определить, регулирует ли PTIP отложение жира
путем изменения количества ПА�клеток в
пПЖТ, мы проанализировали ПА�клетки с по�
мощью FACS и обнаружили, что их количество,
как правило, увеличивалось у мышей Ptip–/– по
сравнению с мышами WT, но эта разница не дос�
тигала статистической значимости (рис. 3, в и г).

Рис. 2. Дефицит PTIP в В�клетках приводит к изменению состава ТАГ в ПЖТ. Уровни сывороточных ТАГ (TAG, a) и ОХС
(TC, б) у 8�недельных мышей (n = 5–7); в – изменение количества общего углерода (total carbon) анализировали на осно�
ве общей концентрации ТАГ (n = 5–6); г – общая концентрация ТАГ в пПЖТ (n = 5–6); д – тепловая карта по сравнению
типов ТАГ между двумя группами, демонстрирующая ТАГ с кратным изменением > 2 и < 0,5. Красным отмечены типы
ТАГ, уровень которых значительно увеличен у мышей Ptip–/– по сравнению с контролем; синим – уменьшен по сравне�
нию с контролем (n = 5–6; KO (knockout) обозначает Ptip–/–); е – состав свободных жирных кислот пПЖТ (n = 5–6). Дан�
ные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего (M ± SEM), * p < 0,05, ** p < 0,01
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Выделенные SVF�клетки мышей WT и Ptip–/– по�
казали сходную способность к пролиферации и
дифференцировке в адипоциты (рис. S2, c и d в
Приложении). Эти результаты показывают, что
снижение запасания подкожного жира у мышей
Ptip–/– вызвано не изменением числа ПА�клеток
или адипогенного потенциала ПЖТ.

Устойчивые уровни антител IgM и IgG in vivo
не связаны с регуляцией запасания подкожного
жира. Одна из основных функций В�клеток сос�
тоит в регуляции гуморального иммунного отве�
та путем выработки антител; для обеспечения
быстрого ответа на распространенные патогены
в стабильном состоянии организм имеет широ�
кий спектр естественных антител [26]. Дефицит
PTIP в В�клетках вызывает значительное сниже�
ние уровня антител в пПЖТ (рис. 3, а) и в сыво�
ротке крови [16]. Снижение устойчивого уровня
антител в сыворотке крови у мышей Ptip–/– свя�
зано с дефицитом естественных антител [16]. Ус�
тойчивые уровни антител у мышей Ptip–/– in vivo
значительно отличались от таковых у мышей WT;
поэтому мы исследовали наличие зависимости
между снижением уровня устойчивых антител у
мышей Ptip–/– с уменьшением отложений в
пПЖТ. Для повышения уровня устойчивых ан�
тител, включая естественные антитела, Ptip–/–

мышам в течение 4 недель внутрибрюшинно
вводили сыворотку, полученную от WT�мышей.
Инъекция сыворотки не оказала влияния на
массу тела (рис. 4, а). Через две недели после
инъекции у мышей�реципиентов наблюдалось
значительное повышение уровней IgG1, IgG3 и
IgM в сыворотке крови (рис. 4, б и в). Через 4 не�
дели после инъекции уровни IgG2b и IgG2c в сы�
воротке крови также были заметно повышены
(рис. 4, б и в). Затем мы проанализировали уро�
вень антител в пПЖТ: у мышей�реципиентов
наблюдалось значительное повышение уровня
антител IgG. Полученные результаты показыва�
ют, что сывороточные антитела IgG, перенесен�
ные от WT�мышей, были успешно доставлены в
пПЖТ мышей�реципиентов (рис. 4, г). В преды�
дущих исследованиях мы продемонстрировали,
что у мышей Ptip–/– были нарушены реакции ан�
тител на тимус�зависимые (TD) и тимус�незави�
симые (TI) антигены [16]. В данном исследова�
нии повышенные уровни антител в сыворотке и
ПЖТ мышей�реципиентов были получены пу�
тем их добавления из сыворотки мышей дикого
типа. Таким образом, устойчивые уровни анти�
тел у мышей�реципиентов были успешно изме�
нены. Тем не менее каких�либо существенных
изменений в массе пПЖТ или индексе пПЖТ

Рис. 3. Профиль антител и клетки�предшественники адипоцитов в пПЖТ. а – Уровни антител в пПЖТ у мышей 8�недель�
ного возраста (n = 6–14; правая ось Y – для IgG2a и IgA; WT – черные столбцы, Ptip–/– – синие столбцы); б – концентра�
ция цитокинов в пПЖТ у мышей 8�недельного возраста (n = 3–6); в – данные проточной цитометрии; г – частота и ко�
личество клеток�предшественников адипоцитов из пПЖТ (Lin−) у мышей 6–8�недельного возраста (n = 6). Данные
представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего (M ± SEM) , * p < 0,01, ** p < 0,001, *** p < 0,0001
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по сравнению с контрольной группой у мышей�
реципиентов заметно не было (рис. 4, д). В сово�
купности эти результаты указывают на то, что
значения устойчивых уровней антител IgM и
IgG in vivo не связаны с регуляцией запасания
подкожного жира.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Распределение жира и дисфункция жировой
ткани считаются решающими факторами при
прогнозировании развития метаболических на�
рушений, связанных с ожирением [27, 28]. Важ�
ность поддержания жировой массы в пределах
нормы также подтверждается исследованиями о
взаимосвязи избытка или дефицита жира с ме�
таболическими нарушениями [29]. Согласно не�
которым исследованиям [30], у мышей, страда�
ющих ожирением, В1�клетки и антитела IgM в
ВЖТ способствуют развитию воспалительного
процесса в жировой ткани и непереносимости
глюкозы. В настоящем исследовании мы впер�
вые демонстрируем, что В�клетки регулируют
гомеостаз жировой ткани и в физиологических
условиях. Дефицит PTIP в В�клетках нарушает
гомеостаз жировой ткани, что приводит к зна�
чительному снижению запасания подкожного
жира и размера адипоцитов.

Увеличение жировых депо из�за избыточно�
го потребления энергии может происходить ли�
бо за счет повышения количества липидов в зре�
лых адипоцитах (гипертрофия), либо за счет
увеличения количества зрелых адипоцитов пу�
тем стимуляции дифференцировки клеток ПА
(гиперплазия) [31, 32]. Считается, что увеличе�
ние ПЖТ опосредовано гипертрофией адипо�
цитов, т.е. именно морфология ПЖТ является
наиболее уязвимой [33]. В нашем исследовании
запасание пПЖТ и размер адипоцитов у мышей
Ptip–/–, получавших нормальную диету, были
значительно снижены по сравнению с контро�
лем. Тем не менее не было обнаружено никаких
различий в запасании пПЖТ у мышей Ptip–/–,
получавших диету с высоким содержанием жи�
ров, по сравнению с WT�мышами. Полученные
данные свидетельствуют в пользу того, что регу�
ляторное влияние PTIP на запасание подкожно�
го жира различается у животных в нормальном
физиологическом состоянии и при патологии.

Наиболее распространенным типом липидов
в жировых депо здорового организма являются
ТАГ, их состав влияет на уровень FFA в сыворот�
ке крови, регулируя их высвобождение из жиро�
вой ткани [34]. В настоящем исследовании об�
щий уровень ТАГ в пПЖТ мышей Ptip–/– не пре�
терпевал изменений, в то время как уровни
конкретных типов ТАГ с разной длиной углерод�

Рис. 4. Устойчивые уровни антител IgM и IgG in vivo не связаны с регуляцией запасания подкожного жира. а – Измене�
ние массы тела мышей в течение 4 недель инъекций; б, в – уровни антител IgG и IgM в сыворотке крови после 2 и 4 не�
дель инъекций (левая ось Y – для данных по IgG1); г – уровни антител IgG и IgM в пПЖТ после 4 недель инъекций; д –
висцеральная масса и висцеральные индексы мышей после 4 недель инъекций (iSAT – пПЖТ, EAT – эпидидимальная
жировая ткань, spleen – селезенка). Данные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего
(M ± SEM) (n = 5–12; WT – черные столбцы, Ptip–/– – синие столбцы; * р < 0,05, ** р < 0,01, *** р < 0,001, **** р < 0,0001)



ДЕФИЦИТ PTIP И ГОМЕОСТАЗ ЖИРОВОЙ ТКАНИ

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  7  2021

1051

ной цепи заметно отличались. В пПЖТ мышей
Ptip–/– были значительно снижены такие ТАГ,
как C56:7 (C20:4, C18:1, C18:2), C56:4 (C18:1,
C18:2, C20:1) и C56:3 (C18:1, C18:1, C20:1), кото�
рые, как известно, ассоциированы с диабетом
2�го типа [24, 35]. Данный результат свидетель�
ствует о том, что В�клетки участвуют в регуляции
состава ТАГ в ПЖТ, и риск развития метаболи�
ческих заболеваний у Ptip–/– мышей может быть
ниже по сравнению с WT�мышами. Уровни ТАГ,
ассоциированных с адипогенным потенциалом
ПЖТ (C56:4 и C57:4, содержащие C18:2 и C16:0),
были ниже в пПЖТ мышей Ptip–/– [24]. В прове�
денном ранее исследовании также было показа�
но, что отсутствие PTIP в бурой жировой ткани
заметно снижает массу жировой ткани и что
PTIP влияет на адипогенез в бурой жировой тка�
ни, регулируя экспрессию PPARγ и C/EBPα [14].
В настоящем исследовании различий в экспрес�
сии PTIP в ПЖТ у мышей WT и Ptip–/– обнаруже�
но не было. Учитывая тот факт, что клетки SVF
пПЖТ мышей WT и Ptip–/– демонстрировали
сходный адипогенный потенциал и способность
к пролиферации (рис. S1c в Приложении), мы
предположили, что снижение запасания под�
кожного жира может быть не связано с адипо�
генным потенциалом. Кроме того, было обнару�
жено, что количество ПА�клеток у мышей Ptip–/–

было нормальным, что исключает возможность
того, что снижение запасания подкожного жира
у Ptip–/– мышей вызвано недостаточным количе�
ством ПА�клеток в пПЖТ.

Антитела гуморального иммунитета позво�
ночных подразделяются на постиммунные и ес�
тественные. Постиммунные антитела выраба�
тываются В2�клетками (FO/фолликулярными
B�клетками), в то время как естественные анти�
тела в основном вырабатываются подобными
врожденным В1�клетками. В настоящем иссле�
довании продемонстрировано, что уровень за�
пасания ПЖТ оставался неизменным, несмотря
на значительное повышение уровней устойчи�
вых антител IgG и IgM в сыворотке крови у мы�
шей Ptip–/– после инъекции сыворотки от
WT�мышей. Это означает, что при нормальных
физиологических условиях устойчивые уровни
антител IgG и IgM не влияют на запасание ПЖТ.
Мыши с дефицитом PTIP имели нормальное
количество B2�клеток, однако важно отметить,
что эти клетки не подвергаются BCR� и
CD40�индуцированной стимуляции пролифе�
рации [16]. Поэтому, предположительно, влия�
ние PTIP на запасание подкожного жира связа�
но в основном с изменением некоторых функ�
ций В�клеток, таких как презентация эндоген�
ных липидных антигенов в жировой ткани [8]
или регуляцией всасывания липидов в кишеч�

нике путем изменения иммунной среды кишеч�
ника [36]. Для проверки этих гипотез требуются
дополнительные исследования.

Таким образом, впервые было продемон�
стрировано на мышах, получавших стандарт�
ный корм, что при нормальных физиологичес�
ких условиях делеция Ptip в В�клетках приводит
к изменению отложения жира, состава тригли�
церидов и размеров подкожных адипоцитов.
Мы обнаружили неожиданное влияние PTIP на
регуляцию гомеостаза жировой ткани через
В�клетки. Полученные нами результаты дают
ценную информацию для дальнейшего изуче�
ния метаболизма при различных физиологичес�
ких условиях. Дефицит PTIP в В�клетках приво�
дит к нарушению выработки устойчивых и пост�
иммунных IgM и IgG антител у мышей. Подоб�
ный первичный дефицит антител является от�
личительной чертой общей вариабельной им�
мунной недостаточности (ОВИН) у человека.
Пациенты с ОВИН или приобретенным имму�
нодефицитом (таким как последствие ВИЧ�ин�
фекции) также имеют симптомы идиопатичес�
кой мальабсорбции и низкой прибавки в весе
[36]. Таким образом, наши исследования вносят
вклад в понимание причин аномального запаса�
ния жира, наблюдаемого у пациентов с иммуно�
дефицитными расстройствами.
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Recent studies have predominantly focused on the role of B cells in metabolic diseases, yet the function of B cells in
adipose homeostasis remains unclear. Pax transactivation domain�interacting protein (PTIP), a licensing factor for
humoral immunity, is necessary for B cell development and activation. Here, using mice that lack PTIP in B cells
(Ptip–/– mice), we explored the role of B cells in adipose homeostasis under physiological conditions. Fat deposition
in 8�week�old mice was measured by micro�CT, and Ptip–/– mice presented a marked decrease in the deposition of
subcutaneous adipose tissue (SAT). Untargeted lipidomics revealed that the triglyceride composition in SAT was
altered in PTIP–/– mice. In addition, there was no difference in the number of adipocyte progenitor cells in the SAT
of wild�type (WT) and Ptip–/– mice as measured by flow cytometry. To study the effects of steady�state IgM and IgG
antibody levels on fat deposition, Ptip–/– mice were injected intraperitoneally with serum from WT mice once every
3�4 days for 4 weeks. The iSAT mass of the recipient mice showed no significant increase in comparison to the con�
trols after 4 weeks of injections. Our findings reveal that PTIP plays an essential role in regulating subcutaneous
adipocyte size, triglyceride composition, and fat deposition under physiological conditions by controlling B cells. The
decreased subcutaneous fat deposition in Ptip–/– mice does not appear to be related to the number of adipocyte prog�
enitor cells. The steady�state levels of IgM and IgG antibodies in vivo are not associated with the subcutaneous fat
deposition.

Keywords: PTIP, B lymphocytes, subcutaneous fat deposition, adipose homeostasis


