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ВЛИЯНИЕ ДОЗЫ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТРОМАЛЬНЫХ (СТВОЛОВЫХ) КЛЕТОК 

ПУПОВИНЫ ЧЕЛОВЕКА НА ОСТРОЕ ВОСПАЛЕНИЕ  

НА МОДЕЛИ ПЕРИТОНИТА У МЫШЕЙ 
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Цель. Изучить влияние дозы мезенхималь-

ных стромальных (стволовых) клеток (МСК) пу-

повины человека на острое воспаление на модели 

перитонита у мишей, индуцированного интрапе-

ритонеальным введеним 3% раствора протеозного 

пептона. МСК пуповины человека могут быть 

использованы в клеточной терапии в качестве 

аллогенных, так как их свойства обеспечивают 

минимальный риск иммунного ответа при введе-

нии в организм. Воспаление, которым сопровож-

даютя все заболевания, является основной мише-

нью для МСК. Методы. В работе использованы 

методы клеточной биологии. Результаты. Пока-

зано, что через 4 часа после введения МСК резко 

падает количество макрофагов в перитонеальной 

полости мыши. Введение 5х103 клеток на мышь 

приводит к уменьшению количества макрофагов в 

эксудате на 78 %. Полное возвращение к норме 

наблюдается при введении 70–100 х103 клеток на 

мышь. Параллельно с уменьшением количества 

макрофагов уменьшается их фагоцитарная актив-

ность, и эти изменения также зависят от дозы 

инъецированных МСК. Выводы. Показано дозо-

зависимое снижение интенсивности острого вос-

паления брюшной полости у мышей при введении 

МСК пуповины человека. Количество макрофагов 

в перитонеальном эксудате снижается на 78 % 

через 4 часа после введения 5х103 клеток на 

мышь. Полное угнетение воспаления наблюдается 

при введении 70-100 х103 клеток. Угнетение вос-

паления сопровождается уменьшением фагоци-

тарной активности макрофагов, что свидетельст-

вует об изменении их поляризации. 

Ключевые слова: МСК пуповины челове-

ка, воспаление, макрофаги, фагоцитарная ак-

тивность. 

 

Мезенхимальные стволовые (стромаль-

ные) клетки (МСК) обладают уникальными 

свойствами. Их мультипотентные свойства, 

высокая скорость пролиферации, способность к 

самообновлению, способность мигрировать в 

места повреждений, иммуномодуляторные, ре-

паративные свойства обуславливают их высо-

кий терапевтический потенциал и возможность 

использования в регенеративной медицине. 

Особое место среди взрослых МСК занимают 

клетки, которые выделяют из перинатальных 

тканей. Эти клетки представляют собой  проме-

жуточный тип стволових клеток,  который объ-

единяет в себе ряд свойств взрослых стволовых 

клеток и эмбриональных стволовых клеток [1, 

2]. В силу того, что МСК из перинатальных 

тканей имеют тесные онтогенетические связи с 

эмбриональными стволовыми клетками, им 

присуща большая мультипотентная пластич-

ность, более выраженная иммуносупрессив-

ность, более высокая скорость пролиферации, 

чем у МСК из таких источников, как костный 

мозг и жировая ткань [3, 4]. В частности, к та-

ким клеткам относятся МСК пуповины, свойст-

ва которых позволяют использовать их в каче-

стве аллогенных.  

Одной из самых важных характеристик 

МСК являются иммуномодуляторные свойства. 

Известно, что терапевтический эффект МСК 

связан именно с этими свойствами и  обуслов-

лен, в первую очередь, взаимодействием МСК с 

клетками иммунной системы  и, таким образом, 

с воздействием на воспаление, которым сопро-

вождаются практически все заболевания. Важ-

нейшим параметром в клеточной терапии любо-

го заболевания является доза МСК, которая 

может обеспечить терапевтический эффект. 

Целью данной работы было изучение влияния 

разных доз МСК пуповины человека на острое  

воспаление. Исследование проводилось на мо-

дели перитонита у мышей, индуцированного 

интраперитониальным введением стерильного 

3 % раствора протеозного пептона. 
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Материалы и методы 

Исследования проводили на половозре-

лых (2–3 мес.) мышах-самцах линии BALB/c. 

весом 25–30 г. Всех животных во время опыта 

содержали в стандартных условиях, разделив на 

контрольную и экспериментальную группы. Все 

эксперименты проводили в соответствии с при-

нятыми этическими нормами по работе с лабо-

раторными животными [5]. 

Индукция стерильного воспаления. Пери-

тонит у мышей вызывали интраперитонеальным 

введением 1 мл 3 % раствора протеозного пеп-

тона (Bacto Proteose Peptone (enzymatic digest of 

animal tissue) France). Животным контрольной 

группы параллельно вводили 1 мл физиологиче-

ского раствора [6].  

Получение клеток перитонеальной полос-

ти. Эксудат из перитонеальной полости получа-

ли промыванием 5 мл холодной среды альфа-

МЕМ через 4 часа после введения МСК. Разви-

тие воспаления оценивали по общему количест-

ву клеток и макрофагов, в частности, в перито-

неальном эксудате. Жизнеспособность клеток и 

их общее количество оценивали путем прямого 

подсчета клеток в камере Горяева [7] с исполь-

зованием 0,4 %-ного трипанового синего для 

выявления клеточной гибели. 

Определения фагоцитарной активности 

макрофагов. Перитонеальные макрофаги куль-

тивировали в чашках Петри на покровных стек-

лах для адгезии, что позволяет отделить их от 

других типов клеток, выделенных из брюшного 

эксудата.  Макрофаги и моноци-

ты идентифицировали после окрашивания по 

Романовскому-Гимзе (считали в 20 световых 

полях микроскопа). 

Оценку фагоцитарной активности макро-

фагов осуществляли путем подсчета интернали-

зованных и адгезированных клеток E. coli в 100 

фагоцитирующих клетках.  

Фагоцитарный индекс рассчитывали по 

следующей формуле: фагоцитарный ин-

декс = количество поглощенных клеток и адге-

зированных E. coli / количество макрофагов × 

100 [8]. 

В качестве морфологической характери-

стики макрофагов использовали размер клеток, 

их ядер и ядерно-цитоплазматическое соотно-

шение. 

Выделение и культивирование МСК пу-

повины человека. МСК выделяли из пуповины 

человека методом эксплантов. Клетки культи-

вировали в среде альфа-МЕМ, содержащей 10 % 

эмбриональной телячьей сыворотки, 100 ед/мл 

бензилпенициллина и 100 мг/мл стрептомицина 

в СО2 инкубаторе при 5 % СО2 и 37оС. 

Статистическую обработку данных про-

изводили, используя компьютерные программы 

«MS Excel» и «Statistica 10». Различия между 

группами оценивали с использованием t-

критерия Стьюдента и считали статистически 

значимыми при Р < 0,05, Р<0,001.  

 

Результаты и обсуждение 

МСК пуповины человека, полученные ме-

тодом эксплантов, были охарактеризованы со-

гласно минимальным критериям, предложен-

ным Международным обществом клеточной 

терапии для определения МСК человека [9]. 

Экспрессия поверхностных маркеров гемопо-

этических клеток СD 34 и СD 45 практически 

отсутствовала, а экспрессия поверхностных 

маркеров, характерных для МСК (СD73, СD90 и  

СD105) была выше 97 %. 

МСК пуповины дифференцировались в 

трех направлениях – хондрогенном, остеоген-

ном и адипогенном. 

Зависимость терапевтического эффекта 

МСК от дозы изучали на модели стерильного 

воспаления брюшиной полости, индуцирован-

ного интроперитонеальным введением 3 % рас-

твора протеозного пептона. Через 24 часа после 

индукции интраперитонеально вводили различ-

ные количества МСК пуповины второго пасса-

жа, ресуспендированные в 0,5 мл физраствора. 

Через 4 час содержимое брюшной полости мы-

шей вымывали 5 мл среды альфа-МЕМ без эм-

бриональной телячьей сыворотки. 

Воспаление оценивали по общей клеточ-

ности эксудата и количеству фагоцитирующих 

клеток, представленных в основном макрофага-

ми. Как видно на рис. 1, 2, инъекция раствора 

протеозного пептона приводит к резкому увели-

чению как общего количества клеток в брюш-

ной полости (в 3,6 раза), так и к 5-кратному 

увеличению количества макрофагов по сравне-

нию с контролем (интраперитонеальное введе-

ние 0,5 мл физраствора). Введение МСК приво-

дит к угнетению  воспаления. Интенсивность 

угнетения зависит от дозы иъекцированных 

МСК. Количество макрофагов в эксудате резко 

падает через 4 часа после введения 5x 103 кле-

ток/мышь (2х105 кл/кг), что свидетельствует о 

снижении интенсивности воспаления. Введение 

этой небольшой дозы МСК обеспечивает 78 % 

эффекта, а введение МСК в дозах от 70 x 103 на 
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мышь приводит к полному возвращению к нор-

ме.  

Известно, что макрофаги, играющие до-

минирующую роль в разрешении воспаления, в 

ходе этого процесса активируются либо в про-

воспалительном направлении – М1, либо в ан-

тивоспалительном – М2 [10–12]. Изучение фа-

гоцитарной активности макрофагов, изменяю-

щейся  под влиянием введенных МСК, показа-

ло, что самая высокая фагоцитарная активность 

наблюдается после индукции воспаления 

(рис. 3). Этот факт предполагает наличие в пе-

ритонеальной жидкости макрофагов, активиро-

ванных в провоспалительный тип, который ме-

няется при введении МСК.  

Введение МСК приводит не только к 

уменьшению количества макрофагов в перито-

неальной жидкости, но и изменению их свойств. 

Исследования последних лет показали, что 

МСК активно взаимодействуют с макрофагами, 

поляризуя их, меняя секрет, что обуславливает 

их терапевтический эффект [13–15]. Их  фаго-

цитарная активность уменьшается, и эти изме-

нения зависят от дозы МСК. Введение высоких 

доз МСК (50–100 х103 на мышь), которые гасят 

воспаление, уменьшает фагоцитарную актив-

ность перитонеальных макрофагов до наблю-

дающейся в норме (рис. 4). 

 

 
 
Рис. 1. Общее количество клеток в перитонеальном эксудате брюшной полости мышей, после введения 

МСК. * – различия по сравнению с контролем (норма) достоверны при P<0,05; # – различия по сравнению с 

пептоном достоверны при P<0,05. 

 

 
 

Рис. 2. Количество перитонеальных макрофагов брюшной полости мыши после введения МСК. * – раз-

личия по сравнению с нормой достоверны при P<0,05; # – различия по сравнению с положительным контролем 

(пептон) достоверны при P<0,05. 
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                         А.                                             Б.                                               В. 
Рис. 3. Оценка фагоцитарной активности макрофагов путем подсчета интернализованных и адгезирован-

ных клеток E. coli. А – контроль (норма). Б – интраперитонеальное введение пептона. В – макрофаги после 

введения МСК в развитое острое воспаления. Окрашивание перитонеальных макрофагов по Романовскому-

Гимзе. Увеличение х400. 

 

 
Рис. 4. Подсчет интернализованных и адгезированных клеток E. coli в фагоцитирующих макрофагах.  

* – различия по сравнению с нормой достоверны при P<0,001; # – различия по сравнению с положительным 

контролем (пептон) достоверны при P<0,001. 

 

В норме в условиях отсутствия воспале-

ния перитонеальные макрофаги представлены 

наивными макрофагами, которые обладают 

меньшей фагоцитарной активностью по сравне-

нию с активностью, характерной для  макрофа-

гов фенотипа М1 или М2 [16]. Полученные на-

ми результаты по фагоцитарной активности 

макрофагов демонстрируют изменение феноти-

па макрофагов в ходе развития воспалительного 

процесса в перитонеальной полости и его угаса-

ния под влиянием МСК пуповины человека. 

 

Выводы 

Показано дозозависимое снижение интен-

сивности острого воспаления брюшной полости 

у мышей при введении МСК пуповины челове-

ка. Количество макрофагов в перитонеальном 

эксудате снижается на 78 % при введении 5х 103 

клеток на мышь. Полное угнетение воспаления 

наблюдается при введении 70–100 х103 клеток. 

Угнетение воспаления сопровождается умень-

шением фагоцитарной активности макрофагов, 

что свидетельствует об изменении их поляриза-

ции. 
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INFLUENCE OF THE DOSE OF HUMAN UMBILICAL CORD MESENCHYMAL STEM CELLS ON 

ACUTE INFLAMMATION ON THE PERITONITIS MODEL IN MICE 

Aim. Study the effect of the dose of human umbilical cord MSCs on acute inflammation on the peritonitis model in 

mice with intraperitoneal induction of a 3% solution of proteose peptone. Human umbilical cord MSCs can be used in 

the cell therapy as allogeneic since their properties provide a minimal risk of an immune response with the transplanta-

tion MSCs into body. The inflammation follows all diseases and it is base target for MSCs. Methods. The study is used 

methods of cell biology. Results. Research has shown that 4 hours after the injection of MSCs, the number of macro-

phages in the peritoneal cavity of mice immediately decreased. The introduction of 5x103 cells per mouse resulted in 

78% decrease the number of macrophages in the exudate. Complete return to a normal has been observed with the in-

jection 70–100 x 103 of cells per mouse. In parallel with the decrease in the number of macrophages, their phagocytic 

activity has decreased, and these changes also depend on the dose of transplanted MSCs. Conclusions. A dose-

dependent decrease of acute inflammation of the abdominal cavity in mice was shown with the introduction of MSCs 

from the human umbilical cord. The number of macrophages into peritoneal exudate has decreased by 78% in 4 hours 

after the injection 5x103 cells per mouse. Complete suppression of inflammation has observed with the introduction of 

70–100 x 103 cells. Inhibition of inflammation is accompanied by a decrease in the phagocytic activity of macrophages, 

which indicates a change in their polarization. 

Keywords: human umbilical cord MSCs, inflammation, macrophages, phagocytic activity. 
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ВПЛИВ ДОЗИ МЕЗЕНХІМАЛЬНИХ СТРОМАЛЬНИХ (СТОВБУРОВИХ) КЛІТИН ПУПОВИНИ  

ЛЮДИНИ НА ГОСТРЕ ЗАПАЛЕННЯ НА МОДЕЛІ ПЕРИТОНІТА У МИШЕЙ 

Мета. Вивчити вплив дози МСК пуповини людини на гостре запалення на моделі перитоніту у мишей, індуко-

ваного інтраперитоніальним введенням 3 % розчину протеозного пептону. МСК пуповини людини можуть бути 

використані в клітинній терапії у якості алогенних, оскільки їх властивості забезпечують мінімальний ризик 

імунної відповіді за введення в організм. Запалення, яким супроводжуються всі захворювання, є основною мі-

шенню для МСК. Методи. У роботі використані методи клітинної біології. Результати. Встановлено, що 

через 4 години після введення МСК різко падає кількість макрофагів у перитонеальній порожнині миші. Вве-

дення 5 х 103 клітин на мишу призводить до зменшення кількості макрофагів в ексудаті на 78 %. Повне повер-

нення до норми спостерігається за введення 70–100 х 103 клітин на мишу. Паралельно зі зменшенням кількості 

макрофагів зменшується їх фагоцитарна активність, і ці зміни також залежать від дози введених МСК. Виснов-

ки. Доказано дозозалежне зниження інтенсивності гострого запалення черевної порожнини у мишей за введен-

ня МСК пуповини людини. Кількість макрофагів у перитонеальному ексудаті падає на 78 % через 4 години 

після введення 5 х 103 клітин на мишу. Повне пригнічення запалення спостерігається за введення 70–100 х 103 

клітин. Пригнічення запалення супроводжується зменшенням фагоцитарної активності макрофагів, що свідчить 

про зміну їх поляризації. 

Ключові слова: МСК пуповини людини, запалення, макрофаги, фагоцитарна активність. 
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