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ЭМБРИОНаЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ кЛЕТкИ МЫШИ – ПЕРСПЕкТИВНЫЙ 
МаТЕРИаЛ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ ВИРУСа ИНФЕкЦИОННОЙ аНЕМИИ ЛОШаДЕЙ  
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Сложность патогенеза и недостаточная изученность медленных ретровирусных инфекций, к которым от-
носится инфекционная анемия лошадей (инАн), обусловливает необходимость поиска адекватной лабо-
раторной модели для изучения инфекционного процесса, иммуногенеза с целью создания средств про-
филактики и терапии заболеваний. Приводятся данные о штаммах и клеточном тропизме вируса инАн. 
Показано, что эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) мыши обладают уникальными свойствами и при-
знаками. в отличие от фибробластов и других клеточных типов они могут являться новой клеточной си-
стемой для изучения вируса инАн как in vitro, так и in vivo. При условиях, которые индуцируют диффе-
ренцировку, они способны in vitro воспроизвести эмбриогенез с образованием клеток трех зародышевых 
листков. Дифференцировка ЭСК мыши в направлении гематопоэза могла бы способствовать более глу-
бокому изучению и пониманию тропизма вируса инАн in vitro. ЭСК можно возвратить обратно в ранний 
предымплантационный эмбрион. Попав в окружение клеток зародыша, они участвуют в формировании 
всех тканей и органов развивающегося плода. Таким образом, адаптация мышиных ЭСК к вирусу инАн 
лошадей посредством генетической трансформации позволит приблизиться к созданию лабораторной 
модели in vivo для изучения иммунного ответа при лентивирусной инфекции.
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стволовые клетки; цитодифференцировка in vitro; мышиная модель in vivo.
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The complexity of the pathogenesis and insufficient knowledge about the slow retroviral infections, which include 
equine infectious anemia, necessitates finding an adequate laboratory model for the study of the infection process 
and immunogenesis to create means of prevention and treatment of diseases. Data about strains and cellular 
tropism of the virus are discussed. it was shown that mouse embryonic stem cells (escs) exhibited unique 
properties and characteristics. in contrast to fibroblasts and other cell types, these cells can be considered as 
a new cell system for studying eiaV in vitro and in vivo. Under differentiation-inducing conditions they are able 
to reproduce in vitro embryogenesis cells and form cells of three germ layers. Differentiation of mouse escs 
in the direction of hematopoiesis could contribute new knowledge and understanding of viral tropism eiaV in 
vitro. esc can be returned back to the early pre-implantation embryo. Once in the germ cell environment, they 
participate in the formation of tissues and organs of the developing fetus. Thus, the adaptation of the mouse esc 
to the equine eiaV through genetic transformation makes it possible to get closer to the creation of a laboratory 
model for the study of the in vivo immune response in the lentiviral infection.
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лучены от вирулентных штаммов V26 [10] и Wyoming [11]. 
Эти два штамма реплицируются только в культурах пер-
вичных макрофагов лошади и не могут реплицироваться в 
других тканевых культурах клеток без предварительной об-
ширной адаптации, которая, как правило, приводит к сни-
жению их вирулентности [11, 12]. В результате адаптации 
штамма Wyoming посредством культивирования в культу-
ре клеток, представленной дермальными фибробластами 
лошади, был получен и охарактеризован новый штамм, 
получивший название Malmquist или WSU5 вируса ИНАН 
[13]. Он оказался способным инфицировать клетки, выде-
ленные из тимуса плодов собаки, линия Cf2Th [14]. В Рос-
сии для изготовления антигена используют новый штамм 
вируса ИНАН 3-К-ВНИИТИБП-ВИЭВ. Штамм выращи-
вают в культуре клеток кожи и/или мышц, и/или легкого, и/
или почек эмбриона лошади до накопления вируса в титре 
105 ИД50/мл [15].

Исследования, посвященные генетическому картиро-
ванию с использованием химерных провирусов, у кото-
рых родительские вирусы характеризовались высокой 
вирулентностью или были невирулентными, позволили 
определить важные области, которые влияют на острую 
вирулентность вируса. Химерные провирусы обеспе-
чивают понимание генов или областей генома, которые 
определяют патогенез вирусных инфекций. С помощью 
этого подхода были установлены области U3 в вирус-
ном длинном концевом повторе (LTR), поверхностный 
белок оболочки (SU) и дополнительный ген S2, которые 
в значительной мере определяют острое течение этой 
болезни. Новый штамм vMA-1c, быстро и специфично 
убивающий клетки, выделенные из дермы кожи лошади, 
был создан посредством внесения изменений в нуклео-
тидные последовательности 3’-области вируса ИНАН 
[16]. Недавно была определена область V6 вирусного 
белка оболочки (env), которая может взаимодействовать 
с рецептором ELR-1 вируса ИНАН [17]. Дальнейший 
анализ этих областей позволит сосредоточиться на опре-
деленных механизмах взаимоотношения вирус – клетка, 
вирус – животное, которые обусловливают особенности 
течения болезни.

Клеточный тропизм вируса ИНАН. При эксперимен-
тальном инфицировании лошадей вирусом ИНАН была 
обнаружена его активная репликация и вирусная антиген-
ная продукция во многих тканях, обогащенных макрофа-
гами: печени, легких, селезенки, почек, надпочечников, 
костного мозга [18, 19]. D. Sellon и соавт. [20] продемон-
стрировали локализацию вируса в мононуклеарных фа-
гоцитах. Поэтому долгое время считалось, что тканевые 
макрофаги могут быть единственным клеточным типом 
у лошади, который поддерживает активную реплика-
цию данного вируса [12, 19, 20]. Действительно, боль-
шинство вирулентных штаммов вируса ИНАН лошади 
реплицируются только в культурах первичных макрофа-
гов лошади и не могут размножаться в других тканевых 
культурах клеток без предварительной адаптации [10, 
12]. В культуре первичных макрофагов вирус сохраняет 
инфекционность, сопоставимую с его вирулентностью 
в естественных условиях in vivo. Однако в дальнейшем 
оказалось, что в мононуклеарных клетках перифериче-
ской крови обнаруживалась только его провирусная ДНК. 
Транскрипции вирусной мРНК или белкового синтеза в 
течение острой инфекции ИНАН не было выявлено. Эти 
исследования показали, что моноциты периферической 
крови компетентны к вхождению вируса в клетку, где 
происходит обратная транскрипция вирусной РНК, но не 

Инфекционная анемия лошадей (ИНАН) – вирусная 
болезнь непарнокопытных (лошади, мулы, ослы), кото-
рая характеризуется рецидивирующей лихорадкой, ане-
мией, тромбоцитопенией и разнообразным течением: от 
острого до бессимптомного латентного [1, 2]. Возбуди-
телем ИНАН лошадей является РНК-содержащий вирус 
(в англоязычной литературе – EIAV), который принад-
лежит к семейству ретровирусов (Retroviridae), подсе-
мейству лентивирусов (Lentiviridae) с длинным инку-
бационным периодом [3]. Он тесно связан с другими 
лентивирусами, опасными как для животных, так и для 
человека. К ним относятся 2 близкородственных вируса 
овец висна/мэди; вирусы иммунодефицита кошек, круп-
ного рогатого скота, обезьян, человека; лентивирус пум, 
вирус артрита и энцефалита коз [4, 5].

Геном лентивирусов хорошо изучен и клонирован. 
Структура вириона ИНАН и провирусный геном описа-
ны подробно в работе [6]. Характерной особенностью 
лентивирусов является появление большого числа му-
таций вируса в процессе репликации, которые вызваны 
ошибками лентивирусной обратной транскриптазы. Та-
кие мутации, не оказывающие отрицательного воздей-
ствия на вирус, сохраняются, и лентивирусная инфек-
ция представляет собой гетерогенную популяцию род-
ственных вариантов вируса. В связи с этим при ИНАН 
лошадей образуется нестерильный иммунитет. Иммун-
ная реакция организма возникает в ответ на иммунодо-
минантные белки вируса, ответственные за продукцию 
антител (АТ). При этом в крови появляются АТ к раз-
личным антигенным детерминантам возбудителя ин-
фекции. Несмотря на выраженную иммунную реакцию, 
инфекционный вирус сохраняется в организме лошади 
пожизненно. Степень репликации вируса при скрытом 
носительстве достаточна для его передачи и может быть 
смертельной для вновь зараженных лошадей [7]. Вирус 
ИНАН является широко распространенным и опасным 
патогеном (регистрируется в 28 странах мира), который 
передается насекомыми-гематофагами.

Лентивирусы способны доставлять значительное ко-
личество генетического материала в клетку хозяина и об-
ладают уникальной среди ретровирусов способностью 
реплицироваться в неделящихся клетках, что делает их 
удобным вектором для доставки генетического материа-
ла в молекулярной биологии [8]. Вирус ИНАН является 
перспективной моделью для изучения антигенного дрей-
фа лентивирусов, так как различные антигенные штам-
мы этого вируса преобладают во время каждого нового 
приступа болезни. К преимуществам использования его 
для этих целей можно отнести следующие хорошо доку-
ментированные факты: вирус ИНАН не реплицируется 
в клетках человека, инфицирует моноциты и макрофаги 
лошади, но не заражает лимфоциты in vivo; у инфициро-
ванных животных не вызывает иммунодефицит [6, 9]. В 
связи с этим создание лабораторной (мышиной) модели 
для изучения патогенеза вируса ИНАН и иммунного от-
вета организма на инфекцию является актуальным.

Цель нашей статьи – показать преимущества эмбри-
ональных стволовых клеток мыши (ЭСК) перед суще-
ствующими культурами клеток для разработки новых 
подходов в изучении вируса ИНАН in vitro и in vivo.

Штаммы вируса ИНАН. В настоящее время существует 
несколько штаммов вируса ИНАН, которые хорошо изу-
чены. Они различаются по вирулентности и способности 
размножения в культуре клеток. Большинство штаммов 
вируса ИНАН, которые используются в лабораториях, по-
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способны поддерживать его активную репликацию. Что-
бы понять патогенез вируса ИНАН, необходимы более де-
тальные экспериментальные данные о регуляции вируса 
в клетке-хозяине. В работе W. Maury [21] была предпри-
нята попытка изучить влияние степени клеточной диффе-
ренцировки моноциты/макрофаги на репликацию вируса 
ИНАН в культуре. Результаты экспериментов показали, 
что ограничение экспрессии вирусных генов наблюда-
лось в моноцитах, но не в макрофагах лошади. Эта ре-
стрикция происходила на уровне транскрипции генов. В 
результате были охарактеризованы ДНК-мотивы в преде-
лах LTR, которые контролировали экспрессию вирусных 
генов в моноцитах и макрофагах. В дальнейших иссле-
дованиях был обнаружен специфичный для макрофагов 
транскрипционный фактор, который взаимодействует с 
этими мотивами [22].

Известно, что первичные культуры макрофагов лоша-
ди трудно поддерживать в течение длительного време-
ни. В связи с этим интенсивно велись исследования по 
оценке чувствительности к вирусу ИНАН первичных 
культур клеток, выделенных из других тканей и орга-
нов. Было показано, что различные штаммы вируса 
ИНАН могут реплицироваться в первичных культурах 
клеток лошади: дермальных фибробластах [16, 23–25], 
клетках почки [24, 26–28] и эндотелиальных клетках 
[29]. Эти клетки были использованы для наращивания 
вируса in vitro наряду с макрофагами. Результаты этих 
работ продемонстрировали способность вируса ИНАН 
реплицироваться в клетках, имеющих немакрофаговое 
происхождение. Следует отметить, что клеточный тро-
пизм менее вирулентных штаммов этого вируса in vitro 
не был до сих пор исследован. Известно, что первичные 
культуры имеют ряд недостатков, в том числе краткос-
рочность культивирования (до 50 цитогенераций). Поэ-
тому были предприняты попытки адаптировать иммор-
тализованные (бессмертные) клеточные линии к вирусу. 
В результате показано, что перевиваемые клеточные 
линии эмбриональных фибробластов мыши (FEA) [30], 
клеток тимуса собаки (Cf2Th) [31], остеосаркомы собак 
(D17) [32], макрофагов собаки (DH82) [33] и макрофа-
гов лошади (EML3C) [34] способны поддерживать ре-
пликацию вируса ИНАН in vitro. Однако бессмертные 
клеточные линии наряду с преимуществами имеют 
много недостатков. Они, как правило, при длительном 
культивировании теряют тканевую и даже видовую при-
надлежность. Возможно, в результате этого происходит 
ослабление вирулентности вируса ИНАН. Детерминан-
ты вирулентности могут быть потеряны или изменены, 
когда вирусы размножаются длительное время в других 
клетках, отличающихся от их клеток-мишеней в есте-
ственных условиях.

В последние 10 лет появились 2 работы, в которых 
предпринимались попытки адаптировать мышиные 
эмбриональные фибробласты линии NIH 3Т3 к вирусу 
ИНАН in vitro [35, 36]. Вначале для этого был найден 
и клонирован ген функционального рецептора для ви-
руса ИНАН, названный «лошадиный лентивирусный 
рецептор 1» (ELR1), который, как оказалось, родстве-
нен семейству белков фактора некроза опухоли (ФНО) 
[35]. Было показано, что этот рецептор присутствует на 
поверхности моноцитов и макрофагов лошадей in vitro. 
Интересным является тот факт, что в не чувствительных 
к вирусу ИНАН клетках человека, обезьяны и мыши in 
vitro рецептор ELR1 не был выявлен. Однако при вве-
дении в эти клетки гена рецептора ELR1 с помощью 

рекомбинантного вектора, созданного на основе мыши-
ного ретровируса, они приобретали чувствительность к 
вирусу ИНАН. Результаты этой работы демонстрируют, 
что инфицирование клеток человека, обезьяны и мыши 
вирусом ИНАН может быть опосредовано присутстви-
ем одного рецептора ELR1 на клетках.

является ли этот рецептор единственным или вирус 
для входа в клетку использует другие рецепторы, пока 
неясно. Известно, что существуют культуры клеток дру-
гих видов животных (собак), адаптированные к вирусу 
ИНАН. W. Maury и соавт. [16, 37] сообщили, что вирус 
ИНАН, по-видимому, использует различные рецепторы 
для заражения фибробластов собак и лошадей in vitro. Со-
храняется вероятность того, что другие штаммы ИНАН 
в высокоадаптированных клетках используют альтерна-
тивные рецепторы. Результаты многочисленных исследо-
ваний показали, что ИНАН заражает только моноциты и 
макрофаги в естественных условиях и имеется одно со-
общение, которое свидетельствует о том, что вирус мо-
жет также инфицировать клетки эндотелия [29] in vivo. 
В литературе отсутствуют данные об инфекции вирусом 
ИНАН лимфоцитов или других типов клеток у инфици-
рованных лошадей, что указывает на высокую степень 
тропизма ИНАН в естественных условиях. Однако в 
культуре репликация вируса ИНАН наблюдается и в дру-
гих типах клеток лошади: дермальных фибробластах и 
клетках почки. В связи с этим можно предположить, что 
чувствительность клеток к вирусу ИНАН определяют 
другие биологические факторы, которые, возможно, от-
личаются от рецепторной специфичности. Отсутствуют 
данные о роли клеточной пролиферации и степени диф-
ференцировки клеток в тропизме этого вируса.

Дальнейшие исследования в данном направлении по-
зволили коллективу авторов [36] создать новую мыши-
ную клеточную систему, которая была репликационно 
компетентна к вирусу ИНАН – NIH 3T3 (ELR1/cyc) (ге-
нетически трансформированные фибробласты мыши, 
в которых экспрессировались гены рецептора ELR1 и 
циклина eCT). Таким образом, показано, что мышиные 
клетки можно адаптировать к лентивирусной инфекции 
посредством генетической трансформации. Однако ис-
пользование адаптированных для вируса ИНАН мыши-
ных фибробластов не решает основную проблему – соз-
дание адекватной модели in vivo вследствие недостаточ-
ных для этого свойств, которыми обладают эти клетки.

Преимущества ЭСК мыши. Особую перспективность 
в данном направлении представляют ЭСК мыши, о ко-
торых мы подробно сообщали ранее [38–40]. Впервые 
эти клетки были выделены из ранних предымплантаци-
онных эмбрионов мышей одновременно в двух незави-
симых лабораториях в 1981 г. [41, 42]. ЭСК получили из 
клеток внутренней клеточной массы (ВКМ) бластоцист 
мышей. Эти клетки происходят из эмбриобласта ранних 
предымплантационных зародышей и в культуре сохраня-
ют сходство с ранними эмбрионами, в том числе содер-
жат огромную библиотеку предсинтезированных мРНК 
генов раннего эмбриогенеза и органогенеза. Считается, 
что ЭСК наиболее близко напоминают примитивную эк-
тодерму ранних постымплантационых эмбрионов. Они 
обладают высокой пролиферативной активностью, спо-
собны самообновляться и поддерживаться в недиффе-
ренцированной форме в течение длительного времени 
in vitro.

В настоящий момент имеются убедительные данные, 
которые свидетельствуют об огромном потенциале ЭСК 
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мыши относительно направленной дифференцировки в 
клетки всех трех зародышевых листков in vitro [43], в 
том числе половые клетки [44]. При условиях, которые 
индуцируют дифференцировку, они способны воспро-
извести эмбриогенез в культуре, что позволяет исполь-
зовать их вместо ранних эмбрионов. Адаптация ЭСК 
мыши, которые в отличие от других клеток можно на-
правлять в культуре по определенному пути развития, 
в том числе в направлении гематопоэза, могла бы спо-
собствовать более глубокому изучению и пониманию 
тропизма лентивирусов и патогенеза в инфицированных 
клетках как in vitro, так и in vivo. Для индукции диффе-
ренцировки ЭСК мыши в направлении гематопоэза от-
работаны условия культивирования, индукторы и даже 
имеются готовые индукционные коммерческие среды 
(ES-CutTM, ES-Cult М3120 и другие фирмы «STEMCELL 
Technologies Inc»). Кроме того, дифференцировка ЭСК 
мыши в гематопоэтические клетки вышла на уровень 
крупномасштабного культивирования с использованием 
различных биореакторов [45–48], что свидетельствует 
об изученности данного направления и достоверности, 
высокой воспроизводимости результатов. Способность 
ЭСК при определенных условиях дифференцировать-
ся в заданном направлении делает их самым перспек-
тивным материалом для разработки новых технологий. 
Работы в данном направлении ведутся с привлечением 
ЭСК человека, которые многие коллективы пытаются 
адаптировать к другому представителю лентивирусов – 
вирусу иммунодефицита человека 1 [49, 50].

ЭСК имеют уникальные свойства, которые позволяют 
рассматривать их как перспективный материал для соз-
дания лабораторной мышиной модели in vivo с целью 
изучения лентивирусной инфекции. ЭСК могут быть 
возвращены обратно в ранний предымплантационный 
эмбрион. Для этого 10–15 клеток микроинъецируют 
в бластополость бластоцисты или агрегируют с одним 
(простой сэндвич) или двумя (сложный сэндвич) ран-
ними эмбрионами (морулы), у которых предварительно 
удалена прозрачная оболочка. Далее такие комплексы 
краткосрочно культивируют и подсаживают в матку сур-
рогатным самкам. Попав в окружение клеток зародыша, 
ЭСК формируют все ткани развивающегося плода, давая 
начало химерным животным. Ранее нами посредством 
агрегации ЭСК с морулами методом простого и сложно-
го сэндвича были получены химерные мыши с эффек-
тивностью 50% [51]. У химерных мышей, получаемых 
после инъекции ЭСК в полость бластоцисты, доля ЭСК 
достигает 80% и, как правило, химеризм распростра-
няется на все ткани и органы [52, 53]. Перед возвратом 
этих клеток в эмбрион ЭСК могут быть подвергнуты ге-
нетическим манипуляциям различными методами [54]. 
Ранее мы показали компетентность ЭСК мыши линий 
D3 и RK23 к введению чужеродной ДНК [38, 55].

Генетическая трансформация мышиных ЭСК посред-
ством введения рекомбинантной экзогенной ДНК, содержа-
щей ген ELR1 рецептора вируса ИНАН, поставленный под 
контроль промотора гена, который экспрессируется только 
в полипотентных клетках, например Oct 3/4, позволяет лег-
ко отбирать клоны ЭСК с необходимым фенотипом и ис-
пользовать их для создания трансгенных эмбрионов, пло-
дов и в конечном счете мышей. Эти данные демонстрируют 
огромное преимущество ЭСК перед другими культурами 
клеток, используемыми в вирусологии. Поскольку экспе-
рименты с ЭСК человека требуют особого разрешения, а 
ЭСК лошади до сих пор не созданы, ЭСК мыши представ-

ляют собой единственный перспективный материал для 
создания адекватной репликационно-компетентной кле-
точной системы для вируса ИНАН. Адаптация мышиных 
ЭСК к вирусу ИНАН лошадей посредством генетической 
трансформации позволит приблизиться к созданию лабо-
раторной модели in vivo для изучения иммунного ответа 
при лентивирусной инфекции.
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