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МОРФОЛОГИЧЕСКОЕ СОСТОЯНИЕ ЛЕГОЧНОЙ ТКАНИ МЫШЕЙ, 
ИНФИЦИРОВАННЫХ ВИРУСОМ ГРИППА, 

ПОСЛЕ ВВЕДЕНИЯ КРИОКОНСЕРВИРОВАННОЙ КОРДОВОЙ КРОВИ

Ранее выявленная в экспериментах противовирусная ак
тивность криоконсервированного лейкоконцентрата кордовой 
крови человека (кЛККЧ) дает возможность предположить, что 
кЛККЧ способствует повышению сопротивляемости легких 
мышей к вирусу гриппа А. Цель работы -  изучить гистологи
ческие изменения в легких и определить содержание в них 
вируса гриппа у мышей, инфицированных вирусом гриппа А, 
через 6 месяцев после превентивного интраназального введе
ния кЛККЧ или его компонентов. Установлено, что основной 
причиной гибели животных при инфицировании вирусом 
гриппа А является геморрагическая пневмония разной степе
ни выраженности. У животных, получавших предварительно 
кЛККЧ, поражение легочной ткани было минимальным и 
титр вируса составил 1:32 на 7-е сутки после инфицирования и 
1:4 на 14-е сутки. В группах сравнения повреждение ткани лег
ких было более выражено и коррелировало с продолжающим
ся выделением вируса гриппа. Таким образом, превентивное 
введение кЛККЧ в большей степени, чем его компоненты, по
вышает резистентность организма к вирусу гриппа, что прояв
ляется в более быстрой элиминации патогена из легочной 
ткани без существенных изменений ее структуры.
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Согласно данным ВОЗ острые респираторные инфекции составляют не менее 70% всех 
заболеваний дыхательных путей [1]. Подобные заболевания, как правило, имеют вирусную 
этиологию, нередко имеют эпидемический характер распространения, опасны развитием бак
териальных осложнений на фоне ослабленного иммунитета, наносят значительный экономиче
ский ущерб [2]. Наиболее часто эпидемии вызываются вирусом гриппа А, который, благодаря уни
кальной способности к изменчивости, способен циркулировать как среди человеческой популяции, 
так и среди животных и птиц, являющихся его природным резервуаром [2, 3].

Вакцинация считается надежным способом профилактики гриппа. Однако применять 
ее необходимо заранее, еще до эпидемии и до инфицирования. Кроме того, под каждый новый 
штамм вируса гриппа необходимо разрабатывать новую вакцину, что требует достаточно много 
времени [4]. Следует отметить, что после проведения вакцинации возможен иммуносупрессив- 
ный период (от одной до двух недель), способствующий обострению хронических очагов ин
фекции. Вакцинацию не проводят при наличии указаний на аллергические и аутоиммунные 
заболевания в анамнезе, во время беременности и в период лактации [1, 5]. Поэтому остается 
актуальным поиск эффективных средств профилактики гриппа.
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В настоящее время в литературе имеется информация, свидетельствующая о способно
сти кордовой крови человека (ККЧ) модифицировать функциональное состояние различных 
органов, систем и организма в целом. В работах А.А. Цуцаевой [6], Ю.В. Гладких [7], К.А. Голь- 
цева [8], SravanK. Vanamala [9] показано, что криоконсервированный лейкоконцентрат кордо
вой крови человека (кЛККЧ) способствует нормализации гомеостаза, процессов иммуногенеза 
и гемопоэза, стимулирует процессы репарации и регенерации кожи и слизистых оболочек, об
ладает противовоспалительным действием. В результате ранее проведенных исследований бы
ло установлено, что интраназальное введение кЛККЧ приводит к формированию долгосрочно
го профилактического эффекта [10], что проявляется в снижении процента гибели животных, 
зараженных летальной дозой вируса гриппа (штамм А/Виктория).

В патогенетическом аспекте грипп рассматривают как локальную инвазию с системным 
токсикозом и геморрагическим капилляротоксикозом с подавляющим поражением микрососу
дов верхних дыхательных путей, легких и ЦНС [11]. Показано, что тяжелое течение гриппозной 
инфекции сопровождается развитием геморрагического отека-пневмонии [12], что является 
преимущественной причиной гибели пациентов.

Цель работы -  изучить гистологические изменения в легких и определить степень ре
продукции в них вируса у мышей, инфицированных летальной дозой вируса гриппа А  после 
превентивного введения кЛККЧ или его компонентов (ядросодержащие клетки (ЯСК), плазма).

Материалы и методы. Эксперименты проведены на мышах линии Balb/C 2- и 8
месячного возраста, массой 18-20 г, в соответствии с «Общими принципами экспериментов на 
животных», одобренными II Национальным конгрессом по биоэтике (Киев, Украина, 2003) и 
согласованными с положениями «Европейской Конвенции о защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментальных и других научных целей» (Страсбург, 1986).

Кордовую кровь получали от здоровых рожениц после подписания ними добровольного 
информированного согласия. Лейкоконцентрат кордовой крови человека (ЛККЧ) готовили путем 
пассивной седиментации эритроцитов в градиенте плотности полиглюкина («Юриа-фарм», 
Украина). Криоконсервировали ЛККЧ в аутологичной плазме по двухэтапной программе на про
граммном замораживателе УОП-6 производства СКТБ с ОП ИПКиК НАН Украины по методу [13]. 
Размораживание образцов осуществляли на водяной бане при температуре 40-41°С. Плазму по
лучали из кЛККЧ после его размораживания и центрифугирования при 1500 об/мин в течение 15 
мин. при 20°С. Ядросодержащие клетки (ЯСК) выделяли из кЛККЧ двукратным центрифугиро
ванием при 1000 об./мин. в течение 10 мин. при 20°С и отмывали стерильным рингер- 
фосфатным буфером (РФБ). ЯСК перед введением животному ресуспендировали в 2,0 мл сте
рильного РФБ. Стерильность кЛККЧ проверяли согласно методическим рекомендациям [14].

Вирус гриппа штамм А/Виктория (H3N2) был предоставлен НИИ гриппа РАМН (Санкт- 
Петербург, Россия), прошел 6 пассажей на белых мышах и 2 пассажа на куриных эмбрионах. 
Титр гемагглютининов инфицированной аллантоисной жидкости соответствовал 1:512, инфек
ционный титр -  104 LD50 /10.

Мыши были разделены на 7 групп. Животным 1-6 групп в возрасте двух месяцев интра- 
назально вводили: 1 -  кЛККЧ 0,05мл (6±2х105 клеток/мышь) однократно (n=27); 2 -  плазму 
кЛККЧ 0,05мл однократно (n=27); 3 - ЯСК кЛККЧ 0,05мл (6±2х105 клеток/мышь) однократно 
(n=27); 4 -  вирус гриппа А/Виктория в дозе LD25/10 (иммунизированные животные) (n=31); 5 -  
лаферобион («Киевмедпрепарат ОАО», Украина) 14 МЕ 5 раз в день в течение 3 дней (n=27); 6 -  
физиологический раствор 0,05мл («Юриа-фарм», Украина) однократно (n=27). Группу 7 соста
вили интактные животные (n=7).

Через 6 месяцев после введения указанных субстратов часть животных (n=20) 1-6 групп 
интраназально заражали вирусом гриппа А  в дозе LD 10 0/10.

Контролем были интактные (группа 7) и незараженные животные групп 1-6 (n=7).
Через 6 месяцев после введения указанных субстратов и на 7-е и 14-е сутки после инфи

цирования вирусом гриппа А  у декапитированых мышей изымали легкие для морфологическо
го анализа и определения содержания в них вируса. В группах 5 и 6 забор материала проводили 
только до и на 7-е сутки после инфицирования, так как к 14-м суткам все зараженные животные 
погибали.

Для определения титра вируса гриппа ткань легких после стерильного выделения из
мельчали ножницами, гомогенизировали в физиологическом растворе («Юриа-фарм», Украи
на), пропускали через капроновый фильтр и центрифугировали при 1500 об/мин в течение 
20 мин. при 20-22°С. Титр вируса определяли в надосадочной жидкости по стандартной мето
дике реакции гемагглютинации (РГА) [15].

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006291X09011802
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Для изготовления гистологических препаратов извлеченные легкие животных фикси
ровали в 10%-ном формалине, промывали проточной водой, обезвоживали в спиртах возраста
ющей концентрации, просветляли в ксилоле и заливали в парафин. Полученные из парафино
вых блоков микротомные срезы толщиной 5-7 микрон окрашивали гематоксилином и эозином 
для получения обзорных гистологических препаратов [16]. Морфологический анализ структуры 
легких проводили в световом микроскопе ЛОМО, окуляр х10, объектив х10, х20, Х40. Микро
фотографию препаратов осуществляли цифровой фотокамерой «Power Ahor A640 » (Canon, 
Япония).

Статистическую обработку полученных результатов проводили с использованием статисти
ческой программы «Statistika 7.0», адаптированной к поставленной задаче и учитывающей специ
фику данных. Гистологические данные обрабатывали методами вариационной статистики.

Результаты и обсуждение. Оценка содержания вируса гриппа в легких мышей груп
пы 1 и 2 на 7-е сутки после инфицирования вирусом гриппа составил 1:32 у  большинства жи
вотных и к 14-м суткам в группе 1 составил преимущественно 1:4. В группах 2 и 3 вирус гриппа 
определялся вплоть до 14-х суток в достаточно высоком титре (табл.). Максимальный титр ви
руса в ткани легких был 1:64 у  85,7% мышей группы 3, на 14-е сутки он составил 1:16 у  71,4% жи
вотных данной группы. В группе 4 вирус определялся у  57,1% животных в титре 1:16, а на 14-е 
сутки он не выявлялся. В группах 5 и 6 гемагглютинирующий титр вируса на 7-е сутки развития 
инфекционного процесса составил 1:32 у  большинства мышей. К десятым суткам наблюдения 
гибель животных этих групп составляла 100%.

Таблица
Титр вируса легких по РГА у  мышей на 7-е и 14-е сутки  

после инфицирования вирусом гриппа А/Виктория

\ Сутки Распределение животных по гемагглютинирующему титру вируса в легких 
после инфицирования вирусом гриппа, %

Группа 1 Группа 2 Группа 3 Группа 4 Группа 5 Группа 6

Титр \  
вируса \

7 14 7 14 7 14 7 14 7 14 7 14

Отриц. - - - - - - - 100 - - - -

1:2 - 28,6 - - - - - - - - - -

1:4 - 71,4 - 14,3 - 14,3 14,3 - - - - -

1:8 14,3 - 14,3 28,6 - 14,3 28,6 - - - - -

1:16 14,3 - 28,
6 57,1 14,3 71,4 57,1 - 14,3 - - -

1:32 71,4 - 57,1 - 85,7 - - - 57,1 - 71,4 -

1:64 - - - - - - - - 28,6 - 28,6 -

Гистологическое исследование структуры легких показало, что в паренхиме неинфици- 
рованных мышей 1-6 групп через 6 месяцев после введения исследуемых субстратов обнаружи
валось нормальное ее строение (рис. 1а), не отличавшееся от морфологии интактного контроля 
(группа 7). Ткань лёгких на препаратах имела ажурный вид вследствие множественных разре
зов тонкостенных концевых альвеол. Малые бронхи были выстланы кубическим эпителием. В 
подслизистом слое малых бронхов встречались отдельные небольшие пакеты желез. При 
меньшем калибре бронхов железы не обнаруживались. Малые бронхи сопровождались бронхи
альными артериями, разрезы которых постоянно встречались возле них. Легочные вены были 
сходны по строению с артериями, но располагались независимо от бронхов. Альвеолярные 
бронхиолы представляли собой участки ацинуса, выстланные кубическим эпителием. На внут
ренней поверхности альвеол и в их полости встречались альвеолярные макрофаги. Аналогич
ное строение имела паренхима легких интактных мышей (рис. 1б).



Рис. 1. Паренхима легких мышей: а) группы 1-6 до инфицирования вирусом гриппа: растянутые в разной 
степени альвеолярные ходы и концевые альвеолы с альвеолярными макрофагами, Х200; б) группа 7 

(интактный контроль): малые бронхи с бронхиальными артериями, ацинусы с альвеолярными 
бронхиолами, Х100. Окраска гематоксилином и эозином

В Г
Рис. 2. Паренхима легких мышей: а) группа 1 на 7-е сутки после инфицирования: растянутые и суженные 
альвеолы, участки «опеченения» с моноцито-лимфоцитарной инфильтрацией, Х200; б) группа 2 на 7-е 
сутки после инфицирования: губчатое строение, участки «опеченения» с моноцито-лимфоцитарной ин

фильтрацией, Х200; в) группа 1 на 14-е сутки после инфицирования: губчатое строение, умеренная моно- 
цито-лимфоцитарная инфильтрация, стазы кровеносных сосудов, Х200; г) группа 2 на 14-е сутки после 

инфицирования: губчатое строение, небольшие участки «опеченения» с моноцито-лимфоцитарной ин
фильтрацией, разрывы альвеолярных стенок, стазы кровеносных сосудов Х200 .

Окраска гематоксилином и эозином

При исследовании паренхимы лёгких животных группы 1 и 2 (рис. 2а и рис. 2б соответ
ственно) на 7-е сутки после инфицирования вирусом гриппа А  определялось более или менее
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губчатое ее строение. Альвеолярные мешочки местами были сужены, местами -  растянуты. Эн
дотелий альвеолярных капилляров сохранялся. При этом выявлялись участки паренхимы с 
«опеченением», где наблюдалась моноцитарно-лимфоцитарная инфильтрация. Дилатирован- 
ные кровеносные сосуды с истонченной стенкой были заполнены эритроцитами. На внутрен
ней поверхности альвеол часто встречались альвеолярные макрофаги. Эпителий терминальных 
бронхиол в некоторых местах был слущен, однако в большинстве случаев сохранял свою 
целостность.

На 14-е сутки развития инфекционного процесса анализ структуры паренхимы легких 
животных группы 1 и 2 также выявил ее губчатое строение (рис. 2в и рис.2г соответственно). 
При этом альвеолы были то растянуты, то сжаты, в некоторых местах наблюдались разрывы их 
стенок. Эндотелий альвеолярных капилляров был преимущественно сохранен. В альвеолярных 
ходах наблюдались небольшие скопления эритроцитов. Эпителий терминальных бронхиол в 
большинстве случаев также был сохранен. Отмечалась умеренная моноцито-лимфоцитарная 
инфильтрация в паренхиме легких. Стенки кровеносных сосудов были несколько истончены, 
изредка в них наблюдались стазы.

В паренхиме легких у  мышей группы 3 на 7-е сутки после инфицирования губчатое 
строение было более или менее сохранено, однако альвеолы местами были растянуты, а места
ми -  имели разрывы стенок (рис. 3а). Непрерывный эндотелий альвеолярных капилляров 
лишь в некоторых местах был сохранен. В большинстве случаев он был плохо выражен, в ре
зультате чего наблюдались множественные кровоизлияния и заполнение альвеол кровью.

А  Б

Рис. 3. Паренхима легких мышей группы 3: а) на 7-е сутки после инфицирования: губчатое строение, не
большие участки «опеченения» с моноцито-лимфоцитарной инфильтрацией, разрывы альвеолярных сте

нок, стазы кровеносных сосудов, Х200; б) на 14-е сутки после инфицирования: умеренная моноцито
лимфоцитарная инфильтрация, альвеолярные макрофаги, Х200. Окраска гематоксилином и эозином.

Во внутрилегочных бронхах и бронхиолах обнаруживалась десквамация эпителия, ис
тончение стенок бронхиальных артерий и вен, стазы кровеносных сосудов. В паренхиме легких 
определялась моноцито-лимфоцитарная инфильтрация.

При гистологическом анализе в паренхиме легких животных группы 3 на 14-е сутки по
сле инфицирования вирусом гриппа А  выявлялось губчатое строение, перемежающееся не
большими участками «опеченения» (рис. 3б). При этом альвеолы были и растянуты, и сжаты, в 
некоторых местах наблюдались разрывы их стенок. Эндотелий альвеолярных капилляров был 
преимущественно сохранен. В альвеолярных ходах иногда наблюдались эритроциты. В парен
химе легких определялась умеренная моноцито-лимфоцитарная инфильтрация. На внутренней 
поверхности альвеол и в их полости встречались альвеолярные макрофаги. Стенки кровенос
ных сосудов были несколько истончены, в некоторых из них наблюдались стазы.

При исследовании паренхимы лёгких животных группы 4 на 7-е сутки после начала 
гриппозной инфекции обнаруживалось более или менее губчатое ее строение (рис. 4а). Альвео
лярные мешочки местами были сужены, местами -  растянуты. Эндотелий альвеолярных ка
пилляров сохранен. Однако при этом выявлялись участки паренхимы с «опеченением», где 
наблюдалась моноцито-лимфоцитарная инфильтрация. Дилатированные кровеносные сосуды 
с истонченной стенкой часто были заполнены эритроцитами. На внутренней поверхности 
альвеол встречалось большое количество альвеолярных макрофагов. Эпителий терминальных
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бронхиол в некоторых местах был слущен, но в большинстве случаев сохранял свою 
целостность.

При гистологическом анализе паренхимы легких животных группы 4 на 14-е сутки по
сле инфицирования летальной дозой гриппа выявлялось ее губчатое строение (рис. 4б). 
Сруктура органа мало отличалась от интактного контроля.

А  Б

Рис. 4. Паренхима легких мышей группы 4: а) на 7-е сутки после инфицирования: растянутые и суженные 
альвеолы, небольшие участки «опеченения» с моноцито-лимфоцитарной инфильтрацией, Х200; б) на 14-е 
сутки после инфицирования: растянутые и суженные альвеолы, небольшие скопления эритроцитов в аль

веолярных ходах, умеренная моноцито-лимфоцитарная инфильтрация, Х200.
Окраска гематоксилином и эозином

В паренхиме легких у  мышей групп 5 и 6 через 7 суток только на небольших участках по 
краям легких было сохранено губчатое строение, однако альвеолы были растянуты, а местами 
имели разрывы стенок. Непрерывный эндотелий альвеолярных капилляров только в некото
рых местах был сохранен (рис. 5).

Рис. 5. Паренхима легких мышей 5 и 6 групп на 7-е сутки после инфицирования летальной дозой вируса 
гриппа: деструкция альвеол в центральных отделах легких и их «опеченение», стазы кровеносных сосудов, 

десквамация эпителия внутрилегочных бронхов, Х100. Окраска гематоксилином и эозином

В большинстве случаев он слущивался, был плохо выражен, в результате чего наблюда
лись множественные кровоизлияния и заполнение альвеол кровью. Определялась деструкция 
альвеол в центральных отделах легких и их «опеченение» (геморрагическая пневмония). Во 
внутрилегочных бронхах разного калибра и бронхиолах также обнаруживалась десквамация 
эпителия, истончение стенок бронхиальных артерий и вен, стазы кровеносных сосудов. В па
ренхиме легких имела место моноцито-лимфоцитарная инфильтрация.

Таким образом, анализ морфологического состояния легких экспериментальных жи
вотных показал, что на фоне прогрессирования вирусной экспансии происходит развитие ге
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моррагического отёка-пневмонии. Развитие данного осложнения явилось основной причиной 
гибели мышей в эксперименте.

В работах авторов [17, 18] было показано, что предварительное введение кЛККЧ способ
ствовало повышению реактивности организма за счет активации факторов неспецифической 
защиты. Полученные в данной работе результаты исследований также свидетельствуют о нали
чии профилактического действие кЛККЧ, что гистологически выражается в восстановлении 
губчатого строения паренхимы легких за счет сохранения целостности альвеолярных стенок и 
эндотелия альвеолярных капилляров и кровеносных сосудов, а также в снижении воспалитель
ной реакции в легких животных, инфицированных летальной дозой вируса гриппа, через 6 ме
сяцев после предварительного интраназального введения кЛККЧ. Однако присутствие возбуди
теля в ткани легких на 14-е сутки развития инфекционного процесса в свидетельствует о том, 
что профилактическое введение кЛККЧ или его компонентов не предотвращает вирусную экс
пансию, но способствует повышению регенераторных свойств организма.

Выводы:
1. Предварительное интраназальное введение криоконсервированного лейкоконцентр- 

ата кордовой крови человека повышает реактивность организма в ответ на развитие гриппоз
ной инфекции.

2. Показано, что нефракционированный кЛККЧ оказывает более выраженное протек- 
тивное действие, чем его компоненты, что проявляется в более быстрой элиминации патогена 
из легочной ткани без существенных изменений ее структуры.
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MORPHOLOGICAL M NDITIO N OF LUNG IN MICE, INFECTED BY A VIRUS 
OF INFLUENZA AFTER INJECTION OF CRYOPRESERVED CORD BLOOD

Early revealed in experiments antiviral activity of cryopreserved 
leucoconcetrate of human cord blood (cHCB) enables to assume, that 
cHCB promotes the increase of mice lung resistance to the virus of influ
enza A. The research aim was to study histological changes in lungs and to 
determine contents in them of influenza virus in mice, which where in
fected by influenza virus A in 6 months after preventive intranasal injec
tion of cHCB or its components. We have established, that the basic rea
son of destruction of animals at infection by the virus of influenza A is 
hemorrhagic pneumonia of a different degree of severity. In animals re
ceiving previously cHCB, the damage of lung tissue was minimal and the 
titer of virus was 1:32 to the 7th day after infection and 1:4 to the 14th day. 
In groups of comparison the damage of a lung tissue was more significant 
and correlated with preserved virus carriage. Thus, preventive injection of 
cHCB in the greater degree, than its components, raises of resistance of 
organism to virus of influenza, that is shown in faster elimination of path
ogen from lung tissue without essential changes of its structure.

Keywords: cryopreserved cord blood, morphology of lung in mice, 
профилактика flu prevention
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