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______________________ Резюме __________________________________________________________________________ 

Введение. Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) модулируют иммунный ответ путем 
взаимодействия с широким спектром иммунных клеток. Одним из источников МСК является 
послеродовая плацента, преимуществом использования которой является доступность ис-
ходного материала. 
Цель. Исследование иммунных взаимодействий между Т-лимфоцитами и МСК, полученными 
из различных тканей плаценты в смешанной культуре. 
Материалы и методы. С помощью проточной цитофлуориметрии устанавливали количе-
ство Т-лимфоцитов (CD3+) и их основных субпопуляций: Т-хелперов с иммунофенотипом 
CD3+CD4+ и цитотоксических Т-лимфоцитов (CD3+CD8+) на ранней и поздней стадиях актива-
ции по экспрессии CD38 и HLA-DR соответственно. 
Результаты. Иммуносупрессивная активность МСК, полученных из амниотической оболочки, 
хориона и децидуальной ткани плаценты, не различалась, и все МСК достоверно снижали про-
лиферацию активированных CD3+ лимфоцитов, Т-хелперов и цитотоксических Т-лимфоцитов 
(p<0,05) как на стадии ранней активации, так и на стадии поздней. Установлено, что плацен-
тарные МСК и МСК костного мозга сопоставимо редуцируют количество CD3+ лимфоцитов. 
Заключение. МСК плаценты могут служить перспективным материалом для клеточной имму-
нотерапии. 
Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки, плацента, децидуальная оболочка, хо-
рион, амнион, иммуносупрессия.

______________________ Abstract __________________________________________________________________________ 

Introduction. Mesenchymal stem cells (MSCs) modulate the immune response by interacting 
with a wide range of immune cells. A full-term placenta is one of the source MSCs with the easily 
accessible features. 
Purpose. To study the immune interactions between T  lymphocytes and MSCs obtained from 
various tissues of the placenta in a mixed culture. 
Materials and methods. Using flow cytometry, the number of cells in the subpopulations of 
T  lymphocytes CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+at the early (CD38+) and late (HLA-DR+) stages of 
activation was determined. 
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	� ВВЕДЕНИЕ
Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) модулируют иммунный 

ответ путем взаимодействия с широким спектром иммунных клеток, 
включая Т-лимфоциты, В-лимфоциты, естественные киллерные  (ЕК) 
клетки и дендритные клетки [1–3]. МСК способны не только ингибиро-
вать пролиферацию клеток, но и воздействовать на их функциональную 
активность, что реализуется в существенном влиянии на врожденный и 
адаптивный иммунитет [2, 4]. 

Иммуномодулирующие действия МСК могут проявляться как на 
уровне межклеточного контакта с клеткой-мишенью, приводящего к 
анергии Т-лимфоцитов [2, 5], так и за счет паракринного эффекта МСК, 
которые продуцируют такие растворимые факторы, как индоламин 
2,3-диоксигеназа (IDO), простагландин E2 (PGE2) и HLA-G5 [3, 6]. IDO ката-
лизирует превращение триптофана в его метаболит кинуренин – инги-
битор функциональной активности Т-лимфоцитов [7, 8]. PGE2 не только 
супрессирует Т-клеточную пролиферацию, но и блокирует дифферен-
цировку моноцитов в дендритные клетки  [9]. HLA-G5 является значи-
тельным супрессором Т-клеточной пролиферации, активации цитоток-
сических Т-лимфоцитов (ЦТЛ) и ЕК клеток [10].

Предполагается, что иммуномодулирующий эффект МСК индуциру-
ет системный ответ, что выражается в изменении соотношения Th1/Th2 
в сторону противовоспалительного Th2-профиля или генерацией T-reg 
лимфоцитов [11]. Это сопровождается снижением секреции IFNγ, TNFα, 
IL-2 и более активной продукцией IL-4 [12]. Наблюдается прямая зависи-
мость иммуносупрессивных свойств МСК с концентрацией в организме 
провоспалительных цитокинов – IFNγ, TNFα, IL-1α и IL-1β [4, 13].

Основными источниками мезенхимальных стволовых клеток для 
исследований и клинического применения являются МСК, полученные 
из костного мозга (КМ-МСК) и жировой ткани. Они достаточно хорошо 
изучены и зарекомендовали себя в качестве материала для эффектив-
ной клеточной иммунотерапии при лечении различных заболеваний, 
связанных с тяжелым нарушением иммунитета (аутоиммунные заболе-
вания, реакция «трансплантат против хозяина» (РТПХ), болезнь Крона, 
рассеянный склероз и др.) [14, 15]. 

В последнее время все больший интерес вызывают МСК, выделен-
ные из альтернативных источников, одним из которых является после-
родовая плацента. Анатомическое строение плаценты позволяет полу-
чить плацентарные МСК (П-МСК) из амниотической оболочки (Ам-МСК) 

Results. The results showed that the immunosuppressive activity of MSCs obtained from the 
amniotic membrane, chorion, and decidual tissue of the placenta did not differ, and all MSCs 
significantly reduced the proliferation of activated CD3+ lymphocytes, T helper cells and cytotoxic 
T lymphocytes (p<0.05), at the early and late stage of activation. It was found that placental MSCs 
and bone marrow MSCs reduced the number of CD3+ lymphocytes in a comparable manner. 
Conclusion. Placental MSCs could serve as a promising material for cell based immunotherapy.
Keywords: mesenchymal stem cells, placenta, decidua, chorionic tissue, amniotic membrane, 
immunosuppression.
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и ворсин хориона (Х-МСК), которые имеют плодное происхождение, и 
децидуальной оболочки (Дц-МСК), которая формируется из материн-
ских тканей [16–18].

В исследованиях in vitro была показана высокая иммуносупрессив-
ная активность МСК плаценты [19–24]. Тем не менее нет единого мнения 
о том, какой из типов П-МСК обладает наилучшими иммуномодулиру-
ющими свойствами. Ряд исследователей отдают предпочтение П-МСК 
плодного происхождения [22–24], другие авторы демонстрируют высо-
кую иммуносупрессивную активность МСК из материнских тканей пла-
центы [25–28].

Первый опыт клинического использования иммуносупрессивных 
свойств МСК плаценты для терапии РТПХ и ее осложнений (геморраги-
ческий цистит, острое повреждение легких) доказал высокую эффектив-
ность этих клеток [26, 27]. 

В настоящее время в практической медицине наиболее востребо-
ваны в качестве клеточных иммуносупрессоров МСК костного мозга, 
поэтому целесообразно проведение сравнительного исследования 
иммуносупрессивного потенциала между МСК плаценты и костномоз-
говыми МСК. 

	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Изучить иммунные взаимодействия между Т-лимфоцитами и МСК 

плаценты в смешанной культуре.

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
П-МСК были получены из фрагментов послеродовой плаценты 

(n=7), использованной после оперативных или естественных родов (по-
сле получения информированного согласия). МСК выделяли фермента-
тивным методом или методом эксплантации. Для получения культуры 
клеток ферментативным методом суспензию фрагментов обрабатывали 
0,14% (1,4 г/л) раствором коллагеназы I в течение 30 минут с последу-
ющей фильтрацией клеток через 100  μm нейлоновый фильтр. Полу-
ченные диссоциированные клетки культивировали в среде IMDM (Life 
Technologies, США) с 10% эмбриональной телячьей сывороткой (ЭТС) 
(Life Technologies, США). Для получения культуры методом эксплантации 
суспензию фрагментов плаценты в стандартной среде помещали в куль-
туральный флакон (Sarstedt, Германия), покрывая дно тонким слоем.

КМ-МСК получали из проб костного мозга здоровых доноров, являв-
шихся донорами гемопоэтических стволовых клеток для аллогенной 
трансплантации (n=8). Мононуклеарные клетки (МНК) выделяли на Ги-
стопаке плотностью 1,077 (Sigma, США), дважды отмывали в растворе 
Хенкса, ресуспендировали в среде IMDM с 10% ЭТС и переносили в кон-
центрации 2–3×106/мл во флаконы. Культивирование проводили при 
37  °С в СО2-инкубаторе. Через 48  часов проводили смену среды. При 
достижении 70–90% конфлюэнтного слоя клетки снимали с поверхно-
сти флакона 0,25% раствором трипсин – ЭДТА и рассаживали в новые 
флаконы по 1×106. Таким образом проводили 9 пассажей. 

Для оценки иммуномодулирующей активности использовали МСК 
3–6 пассажей.

Иммуносупрессивный потенциал мезенхимальных стволовых клеток плаценты
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Cмешанная культура клеток
МНК были выделены из периферической крови (n=12) и помещены 

в 24-луночный планшет по 0,5×106 клеток на лунку (Sarstedt, Германия) 
на предварительно облученные П-МСК (n=33) или КМ-МСК (n=8) в соот-
ношении 1:1 и без МСК (положительный контроль, n=12). Для стимуля-
ции пролиферации к лимфоцитам добавляли фитогемагглютинин (ФГА) 
(Sigma, США) в концентрации 2  мкг/мл. Таким образом, МНК каждой 
пробы культивировались в 3 вариантах при различных условиях: МНК, 
МНК  +  ФГА, МНК  +  МСК  +  ФГА. Исследование субпопуляционного со-
става клеток проводили перед культивированием (нулевые сутки) и на 
5-е сутки культивирования. В каждой лунке подсчитывали абсолютное 
и относительное количество клеток, оценивали их жизнеспособность и 
иммунофенотип. 

Иммунофенотипический анализ МСК выполнялся на проточном ци-
тофлуориметре Navios (Beckman Coulter, США) по наличию поверхност-
ных маркеров, экспрессирующихся на МСК, – CD105, CD90, CD73, и от-
сутствию маркеров гемопоэтических клеток – CD34, CD45, CD20, CD14 
и HLA-DR. Исследование иммунофенотипа П-МСК выполняли после 
2–7 пассажей. Для анализа субпопуляционного состава клетки окраши-
вали моноклональными антителами (МКА), конъюгированными с FITC, 
PE, PE-Cy7, APC-AF700, APC-AF750, PB в следующих комбинациях: CD4/
CD8/CD3/CD38/CD45/Anti-HLA-DR; CD3/CD19/CD56+16/CD45/CD38/Anti-
HLA-DR. Активированные лимфоидные клетки учитывали по экспрес-
сии CD38 и HLA-DR в каждой клеточной популяции. Образцы инкуби-
ровали в темноте при комнатной температуре в течение 20 минут, затем 
отмывали дважды в фосфатно-солевом буфере и добавляли 500  мкл 
1%-ного раствора параформальдегида. Учет и анализ результатов про-
водили на проточном цитофлуориметре Navios (Beckman Coulter, США). 
Анализировали не менее 10 000 клеток с применением программы для 
мультипараметрического иммунофенотипического анализа Kaluza v2.1 
(Beckman Coulter, США). 

Статистические методы обработки данных 
При исследовании влияния МСК на различные субпопуляции лим-

фоцитов достоверность различий устанавливали с помощью методов 
непараметрической статистики: достоверность различий между неза-
висимыми выборками оценивали с помощью U-критерия Манна – Уитни. 
Статистически значимым считалось различие при p<0,05. При расчетах 
использовали программы Microsoft Excel и STATISTIСA для Windows 6.0.

	� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Оценка иммунофенотипа П-МСК показала, что для клеток харак-

терна высокая экспрессия CD90, CD73, CD105 маркеров и отсутствие 
экспрессии антигенов гемопоэтических клеток CD14/CD45/CD20/CD34,  
а также антигена гистосовместимости II класса – HLA-DR (см. таблицу).

Ранее нами была исследована и доказана способность П-МСК к диф-
ференцировке в хондрогенном и остеогенном направлениях [29]. 

Таким образом, полученные нами из тканей плаценты культу-
ры Ам-МСК, Х-МСК и Дц-МСК по иммунофенотипу и способности к 
дифференцировке в адипо-, хондро- и остеогенном направлениях  

Оригинальные исследования 
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полностью соответствуют минимальным критериям принадлежности 
клеток к МСК, установленным Международным обществом клеточной 
терапии (ISCT) [30].

В эксперименте по оценке супрессивного эффекта П-МСК на иммун-
ные клетки использовали МНК периферической крови доноров, акти-
вированные ФГА, и МСК, выделенные из различных частей плаценты, и 
КМ-МСК. На 5-е сутки при микроскопировании визуально выявлялись 
конгломераты клеточных клонов в положительном контроле (рис. 1B). 
В культурах МНК на подложках из Ам-МСК, Х-МСК и Дц-МСК конгломера-
ты пролиферирующих МНК визуально не отличались и были в меньшем 
количестве и меньшие по размерам, чем в положительном контроле 
(рис. 1 (D, E, F)). Клетки находились в прикрепленном к МСК состоянии 
во всех культурах. 

Иммуносупрессивную активность МСК оценивали по уровню по-
давления митогенстимулированной пролиферации различных популя-
ций Т-клеток в общей фракции МНК после 5 суток сокультивирования 
с МСК: Ам-МСК (n=8), Х-МСК (n=11), Д-МСК (n=14), КМ-МСК (n=8), МНК 
без МСК (n=12). Рассчитывали кратность прироста каждой популяции 
Т-лимфоцитов по отношению к 0-му  дню. Результаты приведены на 
рис. 2–4. 

Установлено, что П-МСК вне зависимости от ткани получения до-
стоверно снижают прирост CD3+  клеток МНК по сравнению с культу-
рой без МСК. Наблюдалось достоверное снижение прироста CD3+ 
Т-лимфоцитов в среднем в 2,5 раза при сокультивировании с Ам-МСК, в 
4,3 раза – с Х-МСК и в 3 раза – с Дц-МСК (р<0,05). П-МСК ингибировали 
пролиферацию Т-лимфоцитов как ранней (CD3+CD38+) (p=0,0095), так 
и поздней (CD3+HLA-DR+) активации (p=0,0003). Не было установлено 
различий в иммуносупрессивной активности между МСК, полученными 
из различных частей плаценты, и МСК костного мозга.

Сопоставимые иммуносупрессивные свойства П-МСК по сравнению 
с КМ-МСК и МСК жировой ткани были продемонстрированы и в других 
исследованиях [16, 20,  22]. Так, Kim с  соавт. обнаружили значительное 
увеличение количества Т-reg лимфоцитов при сокультивировании с 
МСК фетальной мембраны плаценты по сравнению с КМ-МСК (p<0,05) 
[20], а Lee с соавт. установили, что МСК, полученные из хориональной 
пластины плаценты, экспрессируют самый высокий уровень (84,2%) 
фактора HLA-G, вызывающего сильную иммуносупрессию, тогда как  

Иммунофенотип П-МСК 

Phenotype MSC

Тип МСК
Иммунофенотип клеток

CD90+ (%) CD73+ (%) CD105+ (%) CD45+CD14+ 
CD20+CD34+ (%) HLA-DR+ (%)

Ам-МСК (n=5)* 93,3±1,6 92,1±2,2 98,3±0,4 1,6±0,3 1,1±0,4
Х-МСК (n=10)* 95,0±0,1 98,1±0,6 99,7±0,1 1,7±0,4 1,1±0,3
Дц-МСК (n=14)* 93,0±1,2 96,5±0,7 99,5±0,2 1,9±0,3 1,1±0,1
Достоверность различий (р) >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

Примечание: * среднее значение ± СО.

Иммуносупрессивный потенциал мезенхимальных стволовых клеток плаценты
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Рис. 1. Микрофотография культивируемых в разных условиях МHК (×40), фазово-контрастная 
микроскопия

Примечания: A – культура МНК без добавления митогена (отрицательный контроль), B – культура МНК с добавлением ми-
тогена ФГА (положительный контроль), C – сокультура МНК и КМ-МСК с добавлением ФГА, D – сокультура МНК и Ам-МСК 
с добавлением ФГА, E – сокультура МНК и Х-МСК с добавлением ФГА, F – сокультура МНК и Дц-МСК с добавлением ФГА 
(стрелкой указаны пролиферирующие клоны клеток). 

Fig. 1. Micrograph of MNC cultured under different conditions (×40), phase contrast microscopy

Notes: A – culture of MNC without the addition of mitogen (negative control), B – culture of MNC with the addition of mitogen 
PHA (positive control), C – soculture of MNC and CM-MSC with the addition of PHA, D – soculture of MNC and Am-MSC with 
the addition of PHA, E – soculture of MNC and CH-MSC with the addition of PHA, F – soculture of MNC and Dec-MSC with the 
addition of PHA (the arrow indicates proliferating cell clones).

A

D

B

E

C

F

КМ-МСК  – 58,7%, а Ам-МСК  – 64,6% [22]. Кроме того, было показано, 
что культура Х-МСК содержит уникальную субпопуляцию СD106+ МСК, 
которые обладают гораздо более выраженными супрессивными свой-
ствами [23]. 

Нами исследовано влияние П-МСК на митогенстимулированные 
Т-хелперы и ЦТЛ. Было установлено достоверное снижение пролифера-
ции активированных Т-хелперов (CD3+CD4+) в 3 раза при сокультиви-
ровании с Ам-МСК, в 3,5 раза – с Х-МСК и в 2 раза – с Дц-МСК (p<0,05) 
(рис. 3). П-МСК ингибировали пролиферацию Т-лимфоцитов как ранней 
активации (CD3+CD38+) (p=0,038), так и поздней активации (CD3+HLA-
DR+) (p=0,001).
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Рис. 2. Динамика прироста СD3+ клеток, стимулированных митогеном (ФГА), 
при сокультивировании с различными типами МСК

Примечание: * р<0,05.

Fig. 2. The dynamics of the growth of CD3+ cells stimulated by mitogen (PHA) during co-cultivation with different types of MSCs

Note: * p<0.05.

Рис. 3. Динамика прироста СD3+CD4+ клеток, стимулированных митогеном (ФГА), 
при сокультивировании с различными типами П-МСК

Примечание: * р<0,05.

Fig. 3. The dynamics of the growth of CD3+ CD4+  cells stimulated by mitogen (PHA) during co-cultivation with different types of MSCs

Note: * p<0.05.

Особый интерес представляло взаимодействие П-МСК с ЦТЛ, ко-
торые вносят наибольший вклад в развитие иммунных реакций. Ис-
следование показало, что П-МСК оказали супрессирующее действие 
и на активированные ЦТЛ (рис.  4). Ам-МСК ингибировали пролифера-
цию CD3+CD8+ клеток в 3,3 раза, Х-МСК – в 8 раз, а Дц-МСК – в 4,7 раза 
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(p<0,05). Редукция клеток особенно сильно была выражена в отноше-
нии ЦТЛ поздней активации (CD3+CD8+HLA-DR+) и составляла от 14,6 
до 32,5 раза в разных пробах (p=0,023).

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
МСК, полученные из плодной и материнской частей плаценты, об-

ладают высоким иммуносупрессивным эффектом, который по степени 
воздействия на пролиферацию и активацию Т-лимфоцитов, Т-хелперов 
и цитотоксических Т-лимфоцитов сопоставим с «золотым стандартом» – 
МСК костного мозга. Наличие таких преимуществ, как доступность и 
неинвазивный метод получения исходного материала, а также высокая 
пролиферативная активность МСК плаценты, делает эти клетки пер-
спективными для использования в иммуносупрессивной терапии. 
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Рис. 4. Динамика прироста СD3+CD8+ клеток, стимулированных митогеном (ФГА),  
при сокультивировании с различными типами П-МСК

Примечание: * р<0,05.

Fig. 4. The dynamics of the growth of CD3+ CD8+ cells stimulated by mitogen (PHA) during co-cultivation with different types of MSCs

Note: * p<0.05.
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