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Цель настоящей работы состояла в оценке иммунорегуляторных и протективных свойств мезенхималь-
ных стволовых клеток (МСК) на экспериментальной модели летальной ВПГ-1-инфекции (вирус простого 
герпеса 1-го типа) мышей. 
МСК получали из костного мозга мышей линии DBA и высаживали в культуральные флаконы в среде 
DMEM, содержащей 10% эмбриональной телячьей сыворотки, инсулин, трансферрин, селенит, фактор 
роста фибробластов, глутамин и гентамицин. Прикрепившиеся клетки пассировали, на каждом пассаже 
отбирали культуральную жидкость (к/ж) и изучали противовирусную активность на клетках Vero, заражён-
ных ВПГ-1. В опытах in vivo использовали 5 групп по 10 мышей DBA: 1-я группа – интактные (naïve); 2-я 
– внутривенное (в/в) введение МСК; 3-я – заражение 20 полулетальными дозами (ЛД50) ВПГ-1 внутрибрю-
шинно с последующим в/в введением МСК; 4-я – заражение ВПГ-1 с последующим введением ацикловира 
(АЦВ); 5-я – заражение ВПГ-1 и в/в введение физиологического раствора. 
Показано, что выделенные клетки по морфологии, адгезивной способности и поверхностным рецепторам 
соответствовали общепринятым характеристикам МСК. Установлено, что к/ж от МСК на 4–5-м пассажах 
подавляла ВПГ-1-инфекцию in vitro на 64–70%, и в то же время в к/ж были обнаружены иЛ-6 и ФнО-α, 
концентрация которых на 3–4-м пассажах в 5 и 20 раз соответственно превышала контрольный уровень. 
При введении заражённым ВПГ-1 мышам 3-й группы МСК выживаемость составила 70%, ацикловира – 
60%, что значимо превышало число выживших животных (10%) в контрольной 5-й группе. У выживших 
животных 3-й группы обнаружена высокая активность вируснейтрализующих антител к ВПГ-1, а также ак-
тивация пролиферации Т-клеток. У выживших мышей 3-й группы уровни иЛ-6 и ФнО-α оказались ниже, а 
иФн-γ – значительно выше по сравнению с таковыми у агонизирующих животных этой группы (р < 0,05). 
Таким образом впервые показано, что клеточная терапия МСК является перспективным подходом к раз-
работке новых эффективных методов лечения генерализованной ВПГ-1-инфекции. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  мезенхимальные стволовые клетки (МСК); летальная ВПГ-1-инфекция; клеточная тера-
пия; активация иммунного ответа; защитный эффект МСК. 
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The objective of this study was to evaluate immunoregulatory and protective potential   of mesenchymal stem 
cells (MSC) in a mouse model of lethal HSV1 infection.  MSC were isolated from bone marrow of DBA mice 
and cultured in flasks with DMEM containing 10% FBS, insulin, transferrin, selenite, fibroblast growth factor, 
glutaminе and gentamicin. Antiviral activity was tested on HSV1-infected Vero cells. In vivo experiments were 
performed on DBA mice divided into 5 groups (10 animals each): group 1, intact (naïve) mice; group 2, intrave-
nous (iv) MSC injection; group 3, intraperitoneal  infection with 20 LD50  HSV1 followed by MSC injection; group 4, 
HSV1 infection followed by acyclovir (ACV) injection; group 5,  HSV1 infection and iv injection of saline. 
Isolated cells were consistent with MSC morphologically, by adhesive ability and surface receptors. Conditioned 
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ственным стандартом по содержанию и уходу за лабора-
торными животными Евразийского совета по стандарти-
зации, метрологии и сертификации (ГОСТ 33216-2014). 

Животные. В опытах использовали самок мышей ли-
нии DBA(H2d) массой 18–20 г, полученных из филиала 
«Столбовая» ФГБУН «Научный центр биомедицинских 
технологий ФМБА России», Московская область.

Вирус. Использовали ВПГ-1, референс-штамм F, полу-
ченный из Государственной коллекции вирусов (ФГБУ 
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России). Вирус 
поддерживали путём пассирования на перевиваемой 
культуре клеток Vero, полученной из коллекции клеточ-
ных линий ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минз-
драва России.

Культуры клеток. Культуральные среды, сыворотки 
и компоненты для культивирования клеточных культур, 
если не указано другое, приобретали в НПП «ПанЭко», 
Россия. Клетки Vero культивировали в среде Игла MEM 
с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыворот-
ки (ЭТС) («Biogenie», Франция), 2 мМ L-глутамина, 50 
мкг/мл гентамицина.

Получение первичной культуры МСК. Клетки крас-
ного костного мозга получали из бедренных и больших 
берцовых костей мышей. Полученную суспензию кле-
ток гомогенизировали и центрифугировали при 2000 об/
мин в течение 10 мин. Осадок клеток осторожно ресу-
спендировали в среде DMEM, содержащей 10% ЭТС 
(«Invitrogene», США), инсулин, трансферрин, селенит, 10 
нг/мл фактора роста фибробластов, 2 мМ L-глутамина, 
50 мкг/мл гентамицина. Клетки высаживали в культу-
ральные флаконы («Costar», США) в концентрации 2 × 
106 кл/мл. Через сутки, а также каждые последующие 
3–4 дня проводили замену культуральной среды. По-
лученную адгезивную популяцию клеток пересевали, 
используя 0,25% раствор Версена c химопсином. МСК 
культивировали при температуре 37ºС в атмосфере 5% 
CO2.

Характеристика МСК. Морфологию клеток и состоя-
ние клеточного монослоя оценивали микроскопически, 

media from MSC collected after 4-5 passages inhibited HSV1 infection in vitro by 64-70% and contained IL-6 and 
TNF-α, whose concentrations were 5- and 20-fold higher, respectively, than in the control. MSC and ACV injec-
tions protected  70% and 60% of DBA mice, respectively,  compared with the control (group 5, 10% survival). High 
activity of virus neutralizing anti-HSV1 antibodies and activation of T cell proliferation were observed in survived 
mice from group 3. Serum levels of IL-6 and TNF-α in these mice were lower and that of INF-γ much higher than 
in agonizing animals of this group (Р<0.05). 
These findings indicate that MSC therapy is a prospective approach to the development of new effective 
management of generalized HSV1 infection. 

K e y w o r d s: mesenchymal stem cells; lethal HSV1 infection; cellular therapy; activation of immune response; protective 
effect of MSC.
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Введение
Вирус простого герпеса типа 1 (ВПГ-1) при первич-

ном заражении у взрослых иммунокомпетентных лиц 
чаще всего вызывает бессимптомную инфекцию. Од-
нако у лиц с ослабленным иммунитетом ВПГ-1 может 
вызывать заболевания нервной системы и внутренних 
органов, в том числе в генерализованной форме с тя-
жёлыми последствиями и смертельным исходом [1, 2]. 
Большую опасность представляет неонатальный герпес, 
а также тяжёлые рекуррентные формы ВПГ-1-инфекции 
[3, 4]. 

В настоящее время для лечения герпетической инфек-
ции используется ряд патентованных лекарственных 
препаратов, однако многие из них имеют высокую гемо- 
и гепатотоксичность. Кроме того, увеличивается количе-
ство изолятов, резистентных к действию патентованных 
препаратов. В связи с этим во всём мире интенсивно 
идет поиск новых путей борьбы с ВПГ-инфекцией.

Новые перспективы открывает развитие клеточной 
терапии на основе мезенхимальных стволовых клеток 
(МСК). МСК способны модулировать дифференциров-
ку, пролиферацию и иммунорегуляцию, показано, что 
они способствуют восстановлению тканей и поддержа-
нию иммунного гомеостаза [5]. Сообщается об успеш-
ном использовании МСК при регенерации повреждён-
ных тканей, а также в опытах по противоопухолевой и 
противовоспалительной терапии [6, 7]. Однако работы, 
посвящённые изучению роли МСК при вирусных ин-
фекциях, единичны, а результаты этих работ противоре-
чивы [8, 9]. Действие МСК при инфекциях, вызванных 
герпесвирусами человека, пока не изучено.

Цель настоящей работы состояла в оценке иммуно-
регуляторных и протективных свойств МСК на экспе-
риментальной модели летальной ВПГ-1-инфекции мы-
шей. 

Материал и методы
Заявление об этике. Все эксперименты на животных 

проводились в строгом соответствии с Межгосудар-
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используя инвертированный люминесцентный микро-
скоп AX10 («Zeiss», Германия). Иммунофенотипиче-
ский анализ МСК проводили методом непрямой им-
мунофлуоресценции. Для анализа поверхностных CD-
маркеров клетки в концентрации 1 × 105 кл/мл вносили 
в 48-луночные планшеты («Сostаr», США) и по дости-
жении монослоя в лунки вносили первичные антитела: 
anti-CD105, anti-CD90, anti-CD45 и anti-CD34 («Abcam», 
Великобритания) и инкубировали в течение 30 мин при 
4ºС в темноте. После отмывки наносили вторичные ан-
тивидовые антитела, меченные FITC («Abcam», Велико-
британия) и инкубировали 30 мин при 4ºС. Проводили 
количественный анализ окрашенных клеток.

Изучение противовирусной активности in vitro. Клет-
ки Vero высаживали в 96-луночные планшеты («Costar», 
США). По достижении монослоя клетки заражали ВПГ-1 
с инфекционной множественностью (ИМ) 0,01 БОЕ/кл 
и инкубировали в течение 1 ч при 37ºС в присутствии 
5% СО2, затем дважды промывали и наносили кондици-
онированные культуральные жидкости, отобранные на 
1, 3, 4, 5, 6 и 13-м пассажах МСК. Для сравнения исполь-
зовали ростовую среду, содержащую 10% ЭТС (К2). В 
качестве положительного контроля использовали аци-
кловир (АЦВ, Зовиракс®, «ГлаксоСмитКляйнВэллком», 
Великобритания) в концентрации 10 мкг/мл, в качестве 
отрицательного контроля – необработанные зараженные 
клетки Vero (К1). Оценку противовирусной активности 
проводили по ингибированию вирус-специфического 
бляшкообразования путём подсчёта количества инфи-
цированных клеток (бляшек) в опыте и в контроле, как 
описано ранее [10]. 

Группы животных. Мыши линии DBA были разделе-
ны на 5 групп: 1-я группа (n = 5) – интактные («naïve») 
мыши; 2-я группа, МСК (n = 5) – мыши, которым вводи-
ли МСК в концентрации 5 × 105 кл/мышь внутривенно, 
дважды, с интервалом 24 ч; 3-я группа, ВПГ1 + МСК (n 
= 10) – мыши, которых заражали ВПГ-1 (20 ЛД50, вну-
трибрюшинно) и через 4 и 24 ч после заражения внутри-
венно вводили МСК в концентрации 5 × 105 кл/мышь. 
В качестве положительного контроля использовали 4-ю 
группу, ВПГ-1 + АЦВ (n = 10) – мыши, которым по-
сле заражения ВПГ-1 вводили ацикловир (АЦВ) 2 раза 
в день, внутрибрюшинно, в течение 4-х дней. В каче-
стве отрицательного контроля использовали 5-ю группу, 
ВПГ-1 + ФР (n = 10) – мыши, которых заражали ВПГ-1 
и через 4 и 24 ч вводили внутривенно физиологический 
раствор (ФР). Наблюдение за животными вели ежеднев-
но в течение 14 дн. Выживаемость животных представ-
ляли в %. Среднюю продолжительность жизни (СПЖ) в 
каждой группе определяли по формуле: (ΣNd)/Nt, где N 
– количество животных, проживших d дней, Nt – общее 
количество животных в группе. 

Для анализа противовирусных и вируснейтрализую-
щих антител (АТ), а также для количественного опреде-
ления уровней провоспалительных цитокинов у инфи-
цированных мышей 3-й и 4-й групп отбирали кровь из 
хвостовой вены через 7 дн после заражения ВПГ-1, в эти 
же сроки отбирали кровь у неинфицированных мышей 
1-й и 2-й групп. У мышей контрольной 5-й группы кровь 
отбирали при появлении неврологических признаков 
ВПГ-1-инфекции.

Активность антител к ВПГ-1 (анти-ВПГ-1 АТ) изу-
чали в сыворотках крови методом иммуноферментного 
анализа (ИФА). 96-луночные панели сорбировали анти-
геном ВПГ-1 (50 мкг/мл) и инкубировали в течение 18 

ч при 37ºС. После инкубации панели промывали и на-
носили сыворотки мышей в различных разведениях, ин-
кубировали в течение 2 ч при 37ºС. Затем панели про-
мывали и наносили антимышиные антитела, меченные 
пероксидазой хрена («Сорбент», Россия). Оптическую 
плотность оценивали с использованием анализатора 
Multiskan («Tekan», Швейцария) при длине волны 450 
нм. Об активности АТ судили по максимальному разве-
дению (титру) сывороток, при котором значения ОП в 
опытных группах в 2 раза превышали средние значения 
ОП для контрольных мышей 1-й группы. 

Реакцию биологической нейтрализации (РБН) прово-
дили на культуре клеток Vero. Сыворотки крови мышей 
в различных разведениях инкубировали с ВПГ-1, ИМ 
0,01 БОЕ/кл в течение 2 ч при 37°С. Затем инкубаци-
онную смесь вносили на монослой клеток Vero. Резуль-
таты учитывали через 48 ч, когда в инфицированной 
культуре, не обработанной сыворотками, развивалось 
максимальное цитопатогенное действие (ЦПД). За ак-
тивность вируснейтрализующих антител (ВНА) прини-
мали обратные величины максимальных разведений сы-
вороток, при которых наблюдали 50%-ное подавление 
вирус-специфического ЦПД.

Реакция бласттрансформации (РБТ). О стимуляции 
пролиферации Т-лимфоцитов судили по изменению 
морфологии клеток в РБТ in vitro – образованию бла-
стов. Спленоциты мышей каждой группы пулировали и 
помещали в 24-луночные планшеты по 105 кл/мл. Куль-
тивировали в среде RPMI-1640, содержащей 20% ЭТС 
(«Invitrogene», США), 4,5 мг/мл глюкозы, 2 мМ глутами-
на, 0,2 ед/мл инсулина, 50 мкг/мл гентамицина. В лунки 
вносили 50 мкл инактивированного при 56ºС ВПГ-1 и 
инкубировали 5 дней при 37°С в атмосфере 5% СО2. В 
качестве положительного контроля использовали фи-
тогемагглютинин («ПанЭко», Россия) в концентрации 
25 мкг/мл, в качестве отрицательного контроля – необ-
работанные клетки. 

Количественный анализ цитокинов. ИЛ-6, ИНФ-γ 
и ФНО-α анализировали методом ИФА в к/ж от МСК 
на разных пассажах, а также в сыворотках крови мы-
шей через 7 сут после заражения ВПГ-1. Использовали 
тест-системы Mouse IL-6 ELISA development kit (HRP), 
Mouse IFN-γ ELISA development kit (HRP) и Mouse 
TNF-α ELISA development kit (HRP) («Mabtech», Шве-
ция). Чувствительность определения составляла для 
ИЛ-6 – 20 пкг/мл, для ИФН-γ – 4 пкг/мл и для ФНО-α – 
6 пкг/мл. Уровни цитокинов установлены по сравнению 
со стандартной кривой в соответствии с инструкциями 
производителя.

Статистическая обработка результатов. Для стати-
стической обработки результатов использовали програм-
му GraphPad Prism 7.01. Для сравнения параметрических 
количественных данных использовали t-критерий Стью-
дента, непараметрических – U-критерий Манна–Уитни. 
Межгрупповые различия относительных показателей 
анализировали с помощью критерия χ2 (хи-квадрат). Раз-
личия показателей считали статистически значимыми 
при р < 0,05.

Результаты
Морфо- и иммунофенотипическая характеристи-

ка выделенных МСК
МСК, выделенные из костного мозга мышей, харак-

теризовали по адгезивной способности и по морфоло-
гии. Метод световой микроскопии показал, что МСК 
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клинические признаки герпетической инфекции отсут-
ствовали во время всего срока наблюдения, СПЖ соста-
вила 11,3 ± 1,3 дня. В 4-й группе (ВПГ-1 + АЦВ) выжи-
ваемость составила 60%, различие с 3-й группой стати-
стически незначимо (p > 0,05). Статистический анализ 
показал, что у животных 3-й и 4-й группы  показатели 
СПЖ и выживаемости были статистически значимо вы-
ше по сравнению с таковыми в контрольной 5-й группе. 
Полученные данные свидетельствуют о том, что МСК, 
введённые после заражения, способны защищать мы-
шей от гибели при летальной ВПГ-1-инфекции. 

Гуморальный ответ мышей 1-й и 2-й групп анализи-
ровали через 7 дн после последней инъекции МСК, мы-
шей 3–5-й групп – через 7 дн после заражения ВПГ-1. 
Анализ вирус-специфических АТ класса IgG1 в сыво-
ротках крови показал, что через 7 дн после заражения 
наибольшую активность АТ наблюдали у мышей 3-й 
группы (ВПГ-1 + МСК). Титр анти-ВПГ-1 у этих жи-
вотных в среднем был статистически значимо выше 
(1:11200) как по сравнению с таковым у контрольных 
зараженных животных 5-й группы 1:4267), так и живот-
ных 4-й группы (1:6533), которых лечили АЦВ; p < 0,05 
(рис. 2, а). Изучение вируснейтрализующей активности 
анти-ВПГ-1 АТ показало (рис. 2, б), что титры АТ, по-
давляющих ЦПД вируса на 50%, были максимальными 
также в сыворотках мышей 3-й группы, которым вводи-
ли МСК после заражения, по сравнению с таковыми у 
животных других групп (1:625 против 1:50; p < 0,05).

Клеточный ответ у неинфицированных мышей 1-й 
и 2-й групп анализировали через 7 дн после последней 
инъекции МСК, у мышей 3–5-й групп – через 7 дн по-
сле заражения ВПГ-1 в реакции бласттрансформации 
спленоцитов in vitro, результаты представляли как ин-
декс стимуляции пролиферации (ИСП). Максимальное 
количество бластов, индуцированных ВПГ1 in vitro, вы-
явлено у животных 3-й группы (ВПГ-1 + МСК): 264 ± 
60 (ИСП = 28,3; рис. 2, в, г). В остальных группах ко-
личество бластов было статистически значимо меньше 
(p < 0,05). Следует отметить, что у неинфицированных 
животных 2-й группы, которым МСК вводили дважды с 
интервалом 24 ч, количество бластов статистически зна-
чимо превышало количество бластов в селезёнках мы-
шей контрольной 5-й группы (62 ± 15 против 19,5 ± 7,6 
соответственно, p < 0,05).

Анализ уровней провоспалительных цитокинов в 
сыворотках мышей исследуемых групп показал (см. 
таблицу), что у больных и агонизирующих мышей 
контрольной 5-й группы (ВПГ-1 + ФР) и 3-й группы 
(ВПГ-1 + МСК) наблюдали максимальные значения 
ИЛ-6 и ФНО-α. В остальных группах у выживших 
животных уровни данных цитокинов были статисти-
чески значимо ниже или цитокины не определялись (p 
< 0,05). Напротив, уровень ИФН-γ был статистически 
значимо выше у выживших мышей в 3-й группе (ВПГ-1 
+ МСК), получавших инъекции МСК после заражения 
ВПГ-1. Важно отметить, что уровни всех изученных 
цитокинов у выживших мышей 3-й группы (ВПГ-1 + 
МСК) статистически значимо отличались от таковых 
у умирающих (агонизирующих) мышей, заражённых 
ВПГ-1 в этой же группе: уровни ИЛ-6 и ФНО-α были 
ниже, а ИФН-γ – выше (p < 0,05). У неинфицированных 
животных 2-й группы, которым вводили МСК дважды 
с интервалом 24 ч, наблюдали статистически значи-
мое увеличение уровня ИФН-γ по сравнению с ИЛ-6 
и ФНО-α.

прикреплялись к поверхности культуральных флаконов 
и представляли собой полиморфные клетки преимуще-
ственно веретеновидной фибробластоподобной формы, 
с множественными, хорошо развитыми разветвлёнными 
цитоплазматическими отростками. Клетки активно про-
лиферировали in vitro и образовывали монослой.

На 4-м пассаже анализировали поверхностные ре-
цепторы выделенных клеток. Определяли количество 
клеток, содержащих «положительные» маркеры МСК 
– CD105 и CD90, а также «отрицательные» маркеры 
– CD34 и CD45. Установлено, что 97,3% выделенных 
клеток экспрессируют CD105, 96,8% – CD90. CD45 об-
наружен только в 0,3% клеток, поверхностный маркер 
CD34 не обнаружен ни в одной клетке. Таким образом, 
выделенные и размноженные клетки соответствовали 
общепринятым характеристикам МСК [11].

Противовирусная активность МСК in vitro
Опыты по заражению ВПГ-1 клеток Vero показали 

(рис. 1, a), что количество ВПГ-1-специфических бля-
шек при обработке ростовой средой, содержащей 10% 
ЭТС (К2), составило 20,75 ± 1,8 и статистически значи-
мо не отличалось от такового в контрольных культурах 
К1 (26,75 ± 1,75; p > 0,05). АЦВ практически полностью 
подавлял инфекционную активность ВПГ-1 в услови-
ях наших опытов, количество инфицированных клеток 
(бляшек) составило 0,75 ± 0,47; p < 0,05. При добавле-
нии к/ж от МСК на 4-м и 5-м пассажах обнаружено 7,5 
± 0,6 и 6,25 ± 0,9 бляшек соответственно, что указывает 
на значительное подавление ВПГ-1-инфекции, различия 
по сравнению с ростовой средой высокозначимы (p = 
0,001 и 0,0002 соответственно). Ингибирование ВПГ-1-
инфекции после добавления к/ж от 1, 3, 6 и 13-го пасса-
жей МСК не наблюдалось (рис. 1, б).

Индукция цитокинов в динамике культивирования 
МСК in vitro

В к/ж от МСК изучены уровни 3 провоспалительных 
цитокинов – ИЛ-6, ИФН-γ и ФНО-α. Установлено, что 
МСК на 1-м, 3-м и 4-м пассажах продуцируют статисти-
чески значимо более высокие уровни ИЛ-6 по сравне-
нию с уровнем цитокина в контроле (383,3 пкг/мл про-
тив 120,8 пкг/мл и 460 пкг/мл против 120,8 пкг/мл на 1-м 
и 3-м пассажах соответственно, p < 0,05), максимальное 
количество выявлено на 4-м пассаже (680 пкг/мл) (рис. 
1, в). ФНО-α выявлен на 3-м и 4-м пассажах в концен-
трациях 37,5 пкг/мл и 25 пкг/мл соответственно, что 
оказалось статистически значимо выше по сравнению 
с уровнем цитокина в ростовой среде (1,25 пкг/мл; p < 
0,05) (рис. 1, г). 

Подавление генерализованной ВПГ-1-инфекции под 
действием МСК in vivo

Для оценки влияния МСК на течение ВПГ-1-инфекции 
у мышей клетки 4-го пассажа вводили животным 3-й 
группы после заражения ВПГ-1, как указано выше. 
Установлено, что в контрольной 5-й группе без введения 
МСК (ВПГ-1 + ФР) гибель животных отмечалась с 3-х 
суток после заражения, далее у мышей появлялись тя-
жёлые неврологические симптомы, и к 7-м суткам 90% 
животных погибли (см. рис. 1, б). СПЖ в контрольной 
группе равнялась 6,0 ± 3,2 дня. У животных 3-й группы 
(ВПГ-1 + МСК), которым МСК вводили дважды после 
заражения ВПГ-1, на 2-е сутки у 3-х животных появи-
лись первые симптомы ВПГ-1-инфекции (взъерошенная 
шерсть и неровная походка), далее они усиливались, и 
к 8-м суткам после инфицирования эти животные по-
гибли. У выживших 7 из 10 (70%) мышей этой группы 
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Рис. 1. Подавление МСК ВПГ-1-инфекции и уровни провоспалительных цитокинов, 
секретируемых МСК.

a – ингибирование ВПГ-1-инфекции в тесте подавления бляшкообразования in vitro:
по оси абсцисс – исследуемые образцы к/ж: К1 – контроль заражения, К2 – ростовая среда, 1, 3, 4, 5, 
6, 13 – пассажи МСК, АЦВ – ацикловир; по оси ординат – количество вирус-специфических бляшек в 
культуре клеток Vero, среднее значение количества бляшек ± стандартная ошибка среднего  
(M ± SEМ); * – различия статистически значимы по сравнению с К1 и с К2 (p < 0,05);
б – протективные свойства МСК в отношении ВПГ-1-инфекции in vivo:
по оси абсцисс – время после заражения, сут; по оси ординат – выживаемость животных, %; 
* – статистически значимые различия между опытными группами и контрольной группой 5 
(критерий Каплана–Мейера, p < 0,05);
в – уровни ИЛ-6 в к/ж от МСК на 1–13 пассажах:
по оси абсцисс – обозначения те же, что на рис. 1, а; по оси ординат – концентрация ИЛ-6,  
пкг/мл, M ± SEМ; * – различия статистически значимы по сравнению с К2 (p < 0,05);
г – уровни ФНО-α в к/ж от МСК на 1–13 пассажах: 
по оси абсцисс – обозначения те же, что на рис. 1, а; по оси ординат – концентрация ФНО-α,  
пкг/мл, M ± SEМ; * – различия статистически значимы по сравнению с К2 (p < 0,05).

Обсуждение
Заражение ВПГ-1 индуцирует реакции врождённого 

иммунитета, и в то же время вирус воздействует на мо-
лекулярные и клеточные пути, подавляющие иммунные 
реакции [12]. Исход вирусной инфекции определяется 
балансом между этими процессами, и его нарушение 
может приводить либо к латенции и персистенции, ли-
бо к генерализованной инфекции с летальным исходом. 
В условиях наших опытов внутрибрюшинное заражение 
мышей вызывало серьёзные неврологические симптомы 
и гибель 90% животных. Высокий уровень летальности 
(около 75%) наблюдается и при острых заболеваниях 
ВПГ-этиологии у людей [13]. Стратегии лечения, направ-
ленные на подавление функций вирусных генов, имеют 
ряд известных ограничений [14]. В связи с этим в данной 
работе использован новый подход, основанный на клеточ-
ной терапии с применением МСК. Представляло интерес 

выяснить, способны ли МСК повлиять 
на развитие ВПГ-1-инфекции. Резуль-
тат априори был неясен, так как во 
многих работах показано ингибирую-
щее влияние МСК на пролиферацию и 
функции иммунных клеток [15]. Опы-
ты показали, что на 4-м и 5-м пассажах 
in vitro МСК продуцируют биологиче-
ски активные соединения, подавляю-
щие инфекционную активность ВПГ-1 
in vitro на 64–70%. Отметим, что при 
дальнейшем культивировании МСК 
ингибирующий эффект не был обна-
ружен, что указывает на транзитор-
ный характер спонтанной экспрессии 
ингибиторов ВПГ-1-инфекции. Для 
оценки противовирусного действия 
цитокинов, продуцируемых МСК, изу-
чена динамика экспрессии цитокинов, 
участвующих в защите от вирусных 
инфекций – ИЛ-6, ФНО-α и ИФН-γ. 
Оказалось, что в к/ж от МСК ИФН-γ 
не был обнаружен, в то же время кон-
центрации ИЛ-6 и ФНО-α на 3-м и 4-м 
пассажах значительно превышали кон-
трольный уровень «чистой» ростовой 
среды. При продолжении культивиро-
вания МСК (на 6–13-м пассажах) про-
дукция цитокинов либо не определя-
лась, либо снижалась до контрольного 
уровня. Спонтанная продукция МСК 
цитокинов и хемокинов обнаружена 
также другими авторами [16], однако 
выяснение причины снижения продук-
ции на более поздних пассажах МСК 
требует дальнейших исследований. 
Совпадение максимальных концен-
траций ИЛ-6 и ФНО-α в к/ж от МСК с 
максимальным эффектом подавления 
ВПГ-1 этой же к/ж указывает на уча-
стие продуцируемых МСК цитокинов 
в противовирусном действии. 

Наибольший интерес представлял 
вопрос о действии МСК на ВПГ-1-
инфекцию in vivo. Животных заража-
ли в условиях, которые вызывали ге-
нерализованную инфекцию с невро-
логическими симптомами и гибель 

90% животных. Введение МСК дважды после заражения 
привело к выживанию 70% мышей, что приблизительно 
соответствовало действию АЦВ, введенного 7-кратно 
(выживание 60% мышей). Введение МСК после зараже-
ния ВПГ-1 более чем в 3 раза усиливало антительный 
ответ, при этом активность антител, нейтрализующих 
ВПГ-1-активность (ВНА), возрастала в 12,5 раза. Кроме 
того, ВНА определялись уже через 7 дней, раньше, чем 
это обычно происходит при заражении ВПГ-1 [17].

Следует отметить, что МСК значительно усиливали 
клеточный ответ, пролиферация Т-клеток возрастала 
почти в 7 раз по сравнению с контрольными необра-
ботанными животными и в 3 раза по сравнению с мы-
шами, заражёнными ВПГ-1. Наибольший эффект МСК 
оказывали при введении после заражения ВПГ-1: про-
лиферация Т-клеток увеличивалась ещё в 4 раза по срав-
нению с животными, которым вводили только МСК. 
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Рис. 2. Иммуномоделирующее действие МСК при генерализованной ВПГ-1-инфекции 
у мышей.

а, б – усиление активности противовирусных антител в сыворотках крови:
a – по оси абсцисс: группы мышей; по оси ординат: обратные разведения анти-ВПГ-1 IgG1 анти-
тел в ИФА, среднее значение ± стандартное отклонение (M ± SD); * – статистически значимые 
различия (p < 0,05);
б – по оси абсцисс: группы мышей (как на рис. 2, а); по оси ординат: обратные разведения вирус-
нейтрализующих антител, M ± SD; ** – статистически значимые различия по сравнению со всеми 
группами (p < 0,05);
в, г – стимуляция пролиферации Т-клеток:
в – по оси абсцисс: группы мышей; по оси ординат: количество бластов, индуцированных в реак-
ции бласттрансформации in vitro, М ± SD; * – статистически значимые различия по сравнению с 
контрольной 5-й группой (p < 0,05); ** – статистически значимые различия по сравнению со всеми 
группами (p < 0,05);
г – по оси абсцисс: группы мышей (как на рис. 2, в); по оси ординат – индекс стимуляции про-
лиферации (ИСП). 

Интересные данные получены при анализе цитокинов в 
сыворотках мышей. У зараженных ВПГ-1 агонизирую-
щих мышей перед гибелью обнаружены все 3 изучен-
ных цитокина: ИЛ-6, ИФН-γ и ФНО-α, но в небольших 

количествах. Приблизительно такие 
же количества данных цитокинов 
были определены у 3-х агонизирую-
щих мышей, которым после зараже-
ния вводили МСК (3-я группа). У 7 
выживших мышей этой же группы 
была в 15 раз повышена концентра-
ция ИФН-γ и статистически значи-
мо снижены концентрации ИЛ-6 и 
ФНО-α. Повышенная концентрация 
ИФН-γ зафиксирована также у мы-
шей, которым вводили только МСК 
(2-я группа).

Таким образом, защитные свой-
ства МСК коррелировали с высокой 
концентрацией ИФН-γ, тогда как 
повышенные концентрации ИЛ-6 и 
ФНО-α в крови ассоциировались с 
гибелью животных.

Данные настоящей работы не под-
тверждают выводы многих авторов, 
полученные на других моделях, о 
том, что МСК подавляют пролифе-
рацию и функции как Т-клеток [18], 
так и В-клеток [19]. Разнонаправлен-
ные иммуномодулирующие эффекты 
МСК можно объяснить их пластич-
ностью, которая позволяет индуци-
ровать различные сигнальные пути 
в зависимости от локальных усло-
вий и факторов микроокружения в 
организме. Супрессорные функции 
МСК проявляются при подавлении 
опухолевого роста и аутоиммунных 
процессов, при восстановлении по-
вреждённых тканей, при пересад-
ках органов. При низких уровнях 
иммунного ответа, наблюдавшихся 
нами при заражении мышей ВПГ-1, 
введение МСК индуцировало про-
лиферацию иммунных клеток и ак-
тивацию защитной системы с уча-
стием системы интерферона. Разно-
направленное действие МСК может 
объясняться поляризацией МСК на  
МСК-1 и МСК-2 с разными моле-
кулярными и клеточными механиз-

мами действия: при высоких уровнях ИФН-γ и ФНО-α 
– противовоспалительными, при низких уровнях этих 
цитокинов – провоспалительными [20].

В последнее время появились работы о действии 

Влияние МСк на уровни провоспалительных цитокинов в сыворотках мышей, заражённых ВПГ-1

Группы животных
Концентрация цитокинов, медиана [мин; макс], пкг/мл

ИЛ-6 ИФН-γ ФНО-α
1 «Чистые» мыши (n = 5) н/о н/о н/о
2 МСК (n = 5) 0 [0;880] 250 [133;467] 20 [0;133]
3 ВПГ-1 + МСК, выжившие мыши (n = 7) 0 [0;43]

P = 0,03
1387 [578;42188]

P = 0,045
5 [0;159]

P = 0,02
агонизирующие мыши (n = 3) 50 [0;670] 97 [25;4968] 247 [0;9245]

4 ВПГ-1 + АЦВ, выжившие мыши (n = 6) 0 [0;279] 90 [0;570] 0 [0;89]
5 Контроль, ВПГ-1 + ФР, агонизирующие мыши (n = 9) 85 [0;309] 45 [0;834] 73 [32;240]

Примечание. Полужирным шрифтом выделены значения, статистически значимо превышающие другие значения в каждом столбце 
(U-test; Р < 0,05); н/о – не определено: < 20 пкг/мл для ИЛ-6, < 4 пкг/мл для ИФН-γ, < 6 пкг/мл для ФНО-α. 
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МСК на вирусные инфекции. При заражении мышей 
вирусом японского энцефалита наблюдали уменьшение 
воспалительных процессов в мозге и снижение гибели 
нейронов [21]. Положительное действие МСК показано 
у мышей, заражённых вирусами гриппа птиц H9N2 и 
H5N1 [9, 22]. Однако другие авторы, вводившие МСК 
мышам, заражённым вирусами гриппа Н1N1, не обнару-
жили уменьшения воспаления и повреждения в лёгких, 
а также улучшения выживаемости [8]. Обнадёживаю-
щие данные получены при трансфузии 

МСК из пуповины трудноизлечимым больным ВИЧ-
инфекцией, у которых в результате антиретровирусной 
терапии был полностью подавлен вирус, но не улуч-
шались иммунные показатели. После клеточной тера-
пии у этих пациентов увеличивалось количество CD4+ 
T-клеток, восстанавливалась продукция ИФН-γ и ИЛ-2 
и уменьшалась системная иммунная активация и воспа-
лительные процессы [23].

Выводы
1. МСК, выделенные из костного мозга мышей, на 

4–5-м пассажах культивирования in vitro продуцируют 
провоспалительные цитокины ИЛ-6, ИНФ-γ и ФНО-α и 
подавляют развитие ВПГ-1-инфекции в клеточной куль-
туре. 

2. Внутривенная инъекция МСК после заражения 
мышей летальной дозой ВПГ-1 статистически значи-
мо снижает клинические проявления генерализованной 
ВПГ-1-инфекции и защищает от гибели 70% мышей, 
что по крайней мере не меньше, чем ацикловир (60% 
выживших животных).

3. Протективный эффект МСК ассоциируется с ин-
дукцией В-клеточного ответа – выработкой вирусней-
трализующих антител, и с активацией клеточного отве-
та – усилением пролиферации Т-клеток и повышением 
концентрации ИНФ-γ в сыворотках крови заражённых 
животных.

4. Впервые показано, что при генерализованной ВПГ-
1-инфекции клеточная терапия МСК оказывает иммуно-
стимулирующее действие и защищает мышей от леталь-
ных доз ВПГ1.
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