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Обоснование. Одним из перспективных направлений лечения идиопатического легочного 
фиброза является трансплантация мезенхимальных стволовых клеток. В эксперименталь-
ных исследованиях на мелких животных используются внутривенный и эндобронхиальный 
(инсталляции) методы доставки клеточного препарата, в то время как у человека наиболее 
простым и доступным является ингаляционный способ доставки лекарств. Цель — определе-
ние оптимального типа небулайзера для сохранения жизнеспособных мезенхимальных ство-
ловых клеток (МСК) при распылении с последующим сравнением эффектов ингаляционного  
и внутривенного методов доставки на стандартной модели блеомицинового легочного фиброза  
у кроликов. Методы. На первом этапе проводилась оценка выживаемости МСК ex vivo после 
10-минутной небулизации через компрессорный, ультразвуковой и сетчатый (меш) небулайзе-
ры. В дальнейшем использовался небулайзер, продемонстрировавший сохранность наиболь-
шего числа клеток после распыления. На втором этапе, после бронхоскопической инсталля-
ции блеомицина, 5 кроликов получили в заднюю правую долю внутривенную трансплантацию 
2×106 аллогенных МСК, 5 — 2×107 МСК ингаляционно через компрессорный небулайзер; по 
5 животных использовались в качестве здорового и блеомицинового контроля без лечения. 
Результаты. Наибольшая степень жизнеспособности МСК сохранялась после прохождения 
через компрессорный небулайзер (72%), существенно меньшая выживаемость наблюдалась 
при ультразвуковой небулизации (20%) и не определялось живых клеток после меш-небулиза-
ции. Обе группы, получавшие лечение МСК, имели достоверно более низкий индекс фиброза по 
морфометрической шкале Эшкрофта, чем контрольная группа блеомицинового фиброза. Экс-
прессия коллагена в ткани легких была существенно выше во всех группах с блеомициновой 
травмой, но у животных при ингаляционном введении МСК она достоверно отличалась (0,51 
балла) от группы блеомицина без лечения (2,1 балла). Уровень нейтрофилов в жидкости брон-
хоальвеолярного лаважа был достоверно ниже у животных, получивших внутривенную тера-
пию МСК. Уровни TNFα и TGFβ1 в жидкости бронхоальвеолярного лаважа имели тенденцию  
к уменьшению в группах лечения, но достоверно не различались от контроля. Выводы. Наи-
большая выживаемость МСК наблюдается при прохождении через компрессорный небулай-
зер, который, по-видимому, следует рассматривать в качестве оптимального средства для до-
ставки клеток в дыхательные пути. Как при ингаляционном, так и при внутривенном введении 
МСК наблюдаются сходные эффекты — торможение развития блеомицининдуцированного 
фиброза легких, что свидетельствует о возможности использования обоих путей доставки кле-
ток без потери эффективности. 
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COMPARATIVE STUDY OF THE EFFECTS 

OF MESENCHYMAL STEM CELLS WITH 

DIFFERENT DELIVERY METHODS 

IN AN EXPERIMENTAL MODEL OF LUNG FIBROSIS

Background:  Transplantation of mesenchymal stem cells (MSCs) is one of the most promising directions  
in the treatment of idiopathic pulmonary fibrosis. In experimental small animal studies, intravenous 
and endobronchial (installation) techniques are used for the cell preparation delivery, while in humans 
inhalation of drugs is the simplest and most available method. Aim: The aim of the study was to determine 
the optimal type of a nebulizer for viability of MSCs during nebulization, followed by a comparison of 
the effects of inhalation and intravenous delivery methods in a standard model of bleomycin pulmonary 
fibrosis in rabbits. Methods: At the first stage, the survival of MSCs was assessed ex vivo after 10 minutes 
of compressor, ultrasound and mesh nebulization. Subsequently we used a nebulizer, which showed 
the best result in the cells, viability. At the next stage аfter bronchoscopic installation of bleomycin,  
5 rabbits received intravenous transplantation of 2×106 allogeneic BMMSCs, other 5 rabbits — 
2×107 MSCs inhaled via a compressor nebulizer; the control healthy and bleomycin groups included  
5 animals each. Results: The highest degree of viability of MSC was maintained after passing via the 
compressor nebulizer (72%), a significantly lower survival rate was observed in ultrasonic nebulization 
(20%) and no live cells were detected after mesh nebulization. Both groups treated with MSC had 
a significantly lower fibrosis index on the Ashcroft morphometric scale than the control group of 
bleomycin fibrosis. Collagen expression in the lung tissue was significantly higher in all the groups 
with bleomycin injury, but in animals which underwent MSC inhalation, it was significantly different 
(0.51 point) from the bleomycin group without treatment (2.1 points). The level of neutrophils in the 
BAL fluid was significantly lower in animals which received the intravenous MSC therapy. The levels 
of TNF-α and TGF-β1 in the BAL fluids tended to decrease in the treatment groups, but did not differ 
significantly from control. Conclusions: The highest survival rate of MSCs is observed when using  
a compressor nebulizer, which apparently should be considered as the best way for delivering cells to 
the respiratory tract. Both inhalation and intravenous administration of MSCs cause similar effects of 
inhibiting the development of bleomycin-induced pulmonary fibrosis, which indicates the possibility of 
using both ways of cell delivery without loss of effectiveness.

Key words: mesenchymal stem cells, pulmonary fibrosis, bleomycin, animal models, nebulizer.
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ОБОСНОВАНИЕ

Идиопатический легочный фиброз — хрониче-
ское прогрессирующее заболевание неизвест-
ной этиологии, характеризующееся развитием 
фиброзной трансформации легочной паренхимы, 
преимущественно у лиц старшего возраста [1]. 
Несмотря на относительно низкую распростра-
ненность, заболеваемость идиопатическим легоч-

ным фиброзом неуклонно возрастает, в среднем 
на 5% в год, что во многом обусловлено общим 
старением населения [2]. До эры антифиброзных 
препаратов медиана выживаемости пациентов  
с идиопатическим легочным фиброзом от момен-
та постановки диагноза составляла 2,5–3,5 года 
[3]. Одним из перспективных подходов к лече-
нию идиопатического легочного фиброза и других 
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фиброзных заболеваний легких рассматривает-
ся трансплантация различных видов стволовых 
клеток (чаще мезенхимальных), которые за счет 
паракринных эффектов способны предотвратить 
или замедлить развитие фиброза в эксперимен-
тальных моделях [4–6]. Так, в одном из недавних 
исследований мезенхимальные клетки жировой 
ткани демонстрировали антифиброзный эффект, 
превосходящий таковой у эталонного препара-
та пирфенидона [7]. Следует заметить, что по-
давляющее большинство доклинических иссле-
дований было выполнено на мышиной модели 
блеомицининдуцированного легочного фиброза, 
а клеточный препарат вводился чаще всего вну-
тривенно. Между тем для человека ингаляции 
являются одним из наиболее распространенных 
способов доставки лекарственных препаратов  
в легкие. Однако в отношении клеточных продук-
тов их доставка путем распыления через разные 
типы ингаляторов ранее не изучалась, не оцени-
валась сохранность клеток после распыления 
гетерогенными физическими методами, не про-
водилось сравнение эффектов при разных путях 
поступления биологического материала в легкие. 

В данной работе были поставлены задачи изу-
чения выживаемости мезенхимальных стволовых 
клеток (МСК) при различных методах небулизации  
с последующим выбором оптимального ингаля-

тора и сравнительного анализа эффектов кле-
точного препарата на модели легочного фиброза  
у кроликов при разных путях доставки в легкие — 
ингаляционном и внутривенном.

МЕТОДЫ
Этапы исследования

Исследование состояло из 2 этапов. 
На первом этапе мы оценивали выживаемость 

МСК после их распыления через разные типы 
небулайзеров. Были использованы 3 небулайзе-
ра производства компании OMRON Healthcare 
(Япония): компрессорный (струйный) CompAir NE-
C24; ультразвуковой UltraAir NE-U17 и сетчатый 
(меш-небулайзер) MicroAir U22. В камеру для пре-
парата помещали суспензию из 5 мл 2×106 МСК  
в 0,9% натрия хлорида (NaCl), добавляя по мере 
необходимости в течение периода небулизации. 
Распыление производили в герметичный пла-
стиковый контейнер в течение 10 мин, откуда 
забирался 1 мл аэрозольного конденсата для по-
следующей оценки выживаемости клеток. Жиз-
неспособность МСК определяли при помощи 
окрашивания клеток 0,4% раствором трипаново-
го синего (Invitrogen Gibco, США) с последующим 
их подсчетом в автоматическом счетчике клеток 
Countess Automated Cell Counter (Invitrogen, США) 
согласно инструкции производителя.

Рис. 1. Дизайн второго этапа исследования

Примечание. МСК — мезенхимальные стволовые клетки, БАЛ — бронхоальвеолярный лаваж, ИФА — иммуно-

ферментный анализ. 

28-й день: БАЛ (цитологический анализ + ИФА , 1, 6), конфокальная лазернаяTNF TGF ILα β
эндомикроскопия нижних дыхательных путей, морфостереометрическое

и иммуногистохимическое исследование
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На втором этапе сравнивались эффекты вну-
тривенного и ингаляционного (через выбранный 
ингалятор с наименьшим повреждением МСК) 
способов введения МСК в отношении развития 
локального фиброза легких, индуцированного эн-
добронхиальным введением блеомицина (рис. 1). 
Эксперимент выполнен на 20 половозрелых кроли-
ках породы шиншилла весом 2,5-3,4 кг. 15 кроликам 
под внутривенным наркозом (нембутал, 50 мг/кг)  
в положении лежа на спине была выполнена фибро-
бронхоскопия ультратонким фибробронхоскопом 
диаметром 2,5 мм (модель Karl Storz 6000V, Герма-
ния). Каждому животному в заднюю долю правого 
легкого был инстиллирован раствор блеомицина 
(Веро-Блеомицин, ЛЭНС-фарм, Россия) в дозе 2,5 
мг/кг в 3 мл 0,9% NaCl. На следующий день 5 живот-
ных получили внутривенное введение в ушную вену 
2 млн МСК в 5 мл 0,9% NaCl; еще 5 кроликов подвер-
глись ингаляционному введению 20 млн МСК в 5 мл 
0,9% NaCl, распыленных через компрессорный небу-
лайзер CompAir NE-C24 (OMRON Healthcare, Япония)  
с использованием неонатальной маски. Оставшие-
ся 10 животных использованы в качестве контроля 
блеомицинового фиброза (5) и здорового контроля 
(5). Исследования на животных были согласова-
ны ЛЭК Медицинского радиологического научного 
центра (МРНЦ) Минздрава России (протокол №7  
от 15.06.2012).

Клеточный препарат

В исследовании были использованы аллогенные 
МСК костного мозга кроликов. МСК извлекали из 
костного мозга животных, согласно традиционно-
му протоколу [8]. Кролики был эвтаназированы 
передозировкой пентобарбитала натрия (раствор 
Nebutal, Boehringer Ingelheim, Германия). Костный 
мозг выделяли из большеберцовой и бедренной 
костей животных и ресуспендировали в 2 мл на-
трий-фосфатного буфера (Phosphate buffered saline, 
PBS; Gibco, Invitrogen). Суспензию костного мозга 
наслаивали на 3 мл раствора фиколла (плотность 
1,077 г/мл; Histopaque-1077, Sigma-Aldrich Co., США) 
с последующим градиентным центрифугированием 
при 400 g в течение 30 мин в 15-миллиметровой цен-
трифужной пробирке (Corning, США). Моноядерный 
средний слой собирали и затем дважды промывали  
с использованием среды DMEM-F12 (Gibco, 
Invitrogen, США) с добавлением 1% антибиотика/ан-
тимикотика (Gibco, Invitrogen). Затем изолированные 
мононуклеарные клетки культивировали в ростовой 
среде DMEM-F12 (Gibco, Invitrogen, США), c добав-

лением 10% фетальной бычьей сыворотки (Gibco, 
Invitrogen), 1% антибиотика/антимикотика (Gibco, 
Invitrogen) и 1% GlutaMAX-I (Gibco, Invitrogen, США) 
в культуральных флаконах T75 (Nunc, США). Клетки 
инкубировали при 5% СО

2
 и 37ºС в СО

2
-инкубато-

ре SANYO (Япония). Смену среды с целью удаления 
неадгезивных клеток производили на 3-й день от 
начала культивирования. Последующие смены сре-
ды проводили с интервалом 3 дня. При достижении 
90% конфлюентности клетки пассировали с исполь-
зованием 0,25% трипсина-ЭДТА (Gibco, Invitrogen, 
США). Полученные по результатам проточной ци-
тофлуориметрии с использованием соответству-
ющих антител (BD Biosciences, США) и проточного 
цитометра Partec CyFlow Space (Германия) МСК кро-
лика демонстрировали фенотип, характерный для 
МСК взрослого организма — CD29+, CD44+, CD73+, 
CD90+, CD34-, CD45-. 

На 28-й день всем кроликам перед эвтаназией 
проводилась фибробронхоскопия описанным ра-
нее методом с бронхоальвеолярным лаважом за-
днедолевого бронха справа 3 мл 0,9% NaCl; полу-
ченная жидкость отправлялась на цитологический 
и серологический анализ. Для цитологического 
исследования проводилось цитоцентрифугирова-
ние подготовленного образца бронхоальвеоляр-
ного лаважа с окраской по Романовскому–Гимзе  
и световой микроскопией. Оценивались общий ци-
тоз (число всех клеток в мкл) и процентные фрак-
ции клеток. 

Уровни фактора некроза опухоли альфа (tumor 
necrosis factor alpha, TNFα), трансформирующего 
фактора роста бета 1 (transforming growth factor 
beta 1, TGFβ1) и интерлейкина 6 (interleukin 6, IL6). 
в жидкости бронхоальвеолярного лаважа оцени-
вались при помощи иммуноферментного анализа 
на автоматическом планшетном ИФА-анализаторе 
ВЕР 2000 (Германия).

Морфологическое 
и иммуногистохимическое исследование

Извлечение обоих легких производилось не-
замедлительно после эвтаназии животных. 
После вскрытия грудной полости на трахею  
и крупные кровеносные сосуды шейной области 
накладывались лигатуры с целью минимизации 
контаминации легочной паренхимы кровью. Лег-
кие извлекали из грудной полости, проводили кра-
евую резекцию около 1 см3 ткани из задней доли 
правого легкого для исследования методом кон-
фокальной лазерной эндомикроскопии, наклады-
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вали зажим на место отсечения, наполняли через 
трахею под давлением 25 см вд.ст. 10%-ным рас-
твором нейтрального формалина, а затем заднюю 
правую долю помещали в отдельные емкости  
с 10%-ным нейтральным формалином  объемом, 
десятикратно превышающим объем фиксируе-
мых органов. После 48-часовой фиксации иссле-
дуемого материала легочную ткань заключали  
в парафиновые блоки с последующим приготов-
лением гистологических срезов толщиной 5 мкм  
и окраской гематоксилином и эозином по стандарт-
ной методике. Микроскопическое исследование про-
изводилось с помощью светового микроскопа (Nicon 
Eclipse 50i, Япония). Морфологические признаки 
фиброза легких оценивали полуколичественным 
методом при помощи девятибалльной шкалы Эш-
крофтa (Ashcroft) от 0 баллов (отсутствие признаков 
фиброза) до 8 (тотальный фиброз без сохраненных 
альвеолярных пространств) [9]. Оценивалось 20 слу-
чайных полей зрения из препаратов исследуемых 
легких каждого животного с определением средней 
величины степени фиброза в баллах. 

Для приготовления препаратов для иммуноги-
стохимического исследования из парафиновых 
блоков изготавливали гистологические срезы 
толщиной 3 мкм, которые монтировали на вы-
сокоадгезивные стекла (Polysine Slides, Menzel 
GmbH & Сo KG; Германия). Депарафинирование, 
регидратацию, демаскировку антигена, окраску 
производили при помощи специализированной 
автоматизированной системы Ventana BenchMark 
ULTRA (США). Для оценки степени аккумулиро-
вания коллагена как маркера легочного фиброза 
в качестве первичных антител использовали мо-
ноклональные кроличьи антитела против Collagen 
IV (GTX). Оценку иммуногистохимической реакции 
оценивали по 10 случайным полям зрения полу-
количественным методом (до 5% экспрессии —  
0 баллов; 5–39% — 1 балл; 40–69% — 2 балла; бо-
лее 70% — 3 балла). 

Статистический анализ

Статистическая обработка результатов прово-
дилась при помощи пакета прикладных программ 
Statistica for Windows StatSoft Inc., версия 7.0. Данные 
таблиц представлены как выборочное среднее ± 
стандартное отклонение. Достоверность различий 
оцениваемых показателей между исследуемыми 
группами вычислялась методом однофакторного 
дисперсионного анализа (ANOVA). Различия счита-
лись статистически достоверными при p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Исходно в подготовленной для распыления су-
спензии содержалось более 95% живых клеток. 
Наилучшие результаты были достигнуты при ис-
пользовании обычного компрессорного небулай-
зера (72% жизнеспособных клеток), в то время 
как после небулизации ультразвуковым прибором 
данный показатель составлял только 20%, а по-
сле прохождения через сетчатый небулайзер жи-
вых МСК не определялось (рис. 2). 

На втором этапе при оценке морфологических 
изменений ткани легких в исследуемых группах  
у всех животных с эндобронхиально введенным 
блеомицином наблюдались выраженное утолще-
ние межальвеолярных перегородок, инфильтра-
ция их и стенок сосудов нейтрофилами и лимфо-
цитами, а также частичная деградация структуры 
ацинуса (рис. 3). В группах, получивших внутривен-
ное или ингаляционное лечение МСК, эти измене-
ния хотя и присутствовали, но были выражены 
существенно меньше, чем в контрольной группе, 
подвергшейся введению блеомицина без клеточ-
ной терапии. Помимо описанных изменений, здесь 
выявлены массивные поля фиброза с участками 
полной облитерации альвеол и сосудистого русла. 
При полуколичественной оценке степени фибро-
за у животных, получивших лечение МСК, выра-
женность фиброза была достоверно меньше, чем  
в контрольной группе блеомицинового фиброза — 
2,34 и 2,11 против 4,15 баллов (табл. 1). Похожая 
картина наблюдалась и при определении степени 

Рис. 2. Жизнеспособные мезенхимальные стволо-
вые клетки после 10-минутного распыления с помо-
щью небулайзеров трех разных типов

doi: https://doi.org/10.17816/clinpract944–14
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экспрессии коллагена: максимальная — в группе 
блеомицинового повреждения без лечения (2,1 
против 0,15 балла в здоровой группе), в то время 
как у животных, получивших МСК, данный пока-
затель был существенно ниже — 0,79 балла при 
внутривенной терапии и 0,51 балла при ингаля-
ционной доставке (рис. 4). Цитокиновый профиль 
жидкости бронхоальвеолярного лаважа оказался 
менее информативным в связи с тем, что TNFα и 
IL6 (пг/мл) у здоровых кроликов не определялись, 
а показатели TGFβ1 хотя и были количественно 

выше в группах, получивших блеомицин, но не от-
личались достоверно между собой (см. табл. 1). 

Результаты цитологического анализа жидко-
сти бронхоальвеолярного лаважа представлены 
в табл. 2. Общий цитоз в группе блеомицина без 
лечения был достоверно выше, чем у здорового 
контроля (567 против 365 кл/мкл), однако данный 
показатель в группах лечения МСК хотя и имел 
тенденцию к снижению, не достиг статистически 
значимых величин. Подобные изменения наблю-
дались и в клеточных фракциях. 

Рис. 3. Репрезентативные гистологические срезы ткани легкого в группах исследования

Примечание. А — неизмененная ткань легкого с тонкими межальвеолярными перегородками, слабым венозным 

полнокровием, без признаков интерстициального фиброза. Окраска гематоксилином и эозином. ×40. Б — паренхима 

легкого с утолщением межальвеолярных перегородок за счет выраженного распространенного фиброза, диффуз-

ной лимфоидной инфильтрацией с примесью гранулоцитов, венозным полнокровием и очаговыми кровоизлияниями. 

Окраска гематоксилином и эозином. ×100. В — межальвеолярные перегородки с умеренно выраженным венозным 

полнокровием, неравномерным слабовыраженным фиброзом и лимфо-гистиоцитарной инфильтрацией. Окраска ге-

матоксилином и эозином. ×100. Г — умеренно выраженное венозное полнокровие, стенки мелких бронхиол и сосу-

дов не утолщены. Межальвеолярные перегородки со слабовыраженным интерстициальным фиброзом, очаговыми 

кровоизлияниями, единичными десквамированными альвеолоцитами. Окраска гематоксилином и эозином. ×100.

        Контроль                       Блеомициновый контроль

                        Блеомицин + МСК в/в                                                  Блеомицин + МСК инг.
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Рис. 4. Иммуногистохимические маркеры коллагена IV типа в исследуемых группах 

Примечание. А — в группе контроля: слабый (до 15–20%, «+») уровень иммуноэкспрессии Сollagen IV*; ×200. Б —  

в группе контроля с блеомицином: выраженный (>70%, «+++») уровень иммуноэкспрессии Сollagen IV* ; ×200. В —  

в группе блеомицин с МСК внутривенно: слабый (до 25%, «+») уровень иммуноэкспрессии Сollagen IV*; ×200. Г —  

в группе блеомицин с ингаляцией МСК: слабый (20%, «+») уровень иммуноэкспрессии Сollagen IV*; ×200. — струк-

турный компонент базальных мембран. МСК — мезенхимальные стволовые клетки.

Таблица 1
Морфостереометрические показатели, экспрессия коллагена 

и уровень цитокинов в жидкости бронхоальвеолярного лаважа в группах исследования

Показатель
Здоровый 
контроль

Блеомицин, 
контроль

Блеомицин + 
МСК в/в

Блеомицин + 
МСК инг.

Шкала фиброза Эшкрофта, 
балл

0,24±0,11 4,15±1,8** 2,34±1,6* 2,11±1,3*

Экспрессия коллагена, 
балл

0,15+0,20 2,1+0,65** 0,79+0,55 0,51+0,29*

TNFα,  пг/мл Не определился 122±65 95±77 101±36

TGFβ1,  пг/мл 26±11 56±32 44±24 51±18

IL6, пг/мл Не определился 44±36 Не определился Не определился

Примечание. * — р<0,05 в сравнении с группой блеомицина без лечения, ** — р<0,01 в сравнении со здоровым 

контролем. МСК — мезенхимальные стволовые клетки, в/в — внутривенное введение препарата, инг. — ингаля-

ционное введение препарата.

        Контроль                       Блеомициновый контроль

                        Блеомицин + МСК в/в                                                  Блеомицин + МСК инг.

doi: https://doi.org/10.17816/clinpract944–14
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ОБСУЖДЕНИЕ 

Нами впервые установлено, что при использова-
нии наиболее простых и доступных компрессорных 
небулайзеров степень повреждения распыляемых 
клеток существенно меньше, чем при применении 
ультразвуковых ингаляторов, тогда как меш-тех-
нология (сетчатый небулайзер) фактически пол-
ностью разрушает жизнеспособные клетки. Объ-
яснить подобные результаты, по видимому, можно, 
учитывая механику распыления. При компрессор-
ной небулизации струя сжатого воздуха проходит 
через камеру с лекарственным (в нашем случае  
с клеточным) препаратом, преобразуя его в аэро-
золь. В ультразвуковых небулайзерах распыление 
идет за счет колебаний ультразвука, создавае-
мых генератором. Сами ультразвуковые волны, 
вызывая эффекты кавитации и нагревания [10], 
вероятно, являются губительными для живых 
клеток. Более современная меш-технология рас-
пыления не предусматривает контакта распыля-
емого препарата с ультразвуковыми волнами, 
которые передают колебания на специальную 
микропористую мембрану (сетку) с размером пор  
в несколько мкм, а уже через нее идет просеи-
вание распыляемого раствора (суспензии) с пре-
образованием в мелкодисперсный аэрозоль [11]. 
Судя по полученным в нашей работе результа-
там, такая технология, наиболее прогрессивная 
для ингаляции лекарственных растворов, явля-
ется губительной для живых клеток. Однако,  

с учетом того, что в основе эффективности кле-
точной терапии, по-видимому, лежат паракрин-
ные механизмы, а не приживаемость введенных 
клеток и регенерация тканевых структур, мы не 
беремся утверждать, что применение разных ти-
пов небулайзеров для доставки клеточных про-
дуктов в дыхательные пути будет иметь разное 
клиническое значение.

Последующие результаты касались эффектов 
клеточной терапии при внутривенном и ингаляци-
онном пути введения (через компрессорный не-
булайзер) аллогенных МСК. В качестве экспери-
ментальных животных мы использовали кроликов 
породы шиншилла. Следует отметить, что кро-
лики филогенетически ближе к человеку, имеют 
схожие с приматами строение бронхиального де-
рева и особенности функционирования иммунной 
системы в отличие от мелких грызунов [12]. Еще 
одним преимуществом кроличьей модели легоч-
ного фиброза является возможность выполнения  
у них прицельного бронхоальвеолярного лаважа 
из пораженной зоны. В качестве индуктора фи-
броза легких был выбран цитостатик блеомицин, 
наиболее часто используемый в доклинических 
исследованиях [13]. Из существующих путей вве-
дения блеомицина (инъекционный, интраперито-
неальный, интратрахеальный, эндобронхиальный) 
мы использовали последний — единственный из 
них, позволяющий получить локальный фиброз 
одной и той же области с минимальной травмати-

Таблица 2
Цитологический состав жидкости 

бронхоальвеолярного лаважа в группах исследования 

Примечание. * — р<0,05 в сравнении со здоровым контролем, ** — р<0,01 в сравнении со здоровым контролем. 

МСК — мезенхимальные стволовые клетки, в/в — внутривенное введение препарата, инг. — ингаляционное вве-

дение препарата.

Показатель
Здоровый 
контроль

Блеоми-
цин, кон-

троль

Блеомицин + 
МСК в/в

Блеомицин + 
МСК инг.

Общее число клеток/мкл 365±72 567±112* 495±122 528±129

Нейтрофилы, % 3±3 13±5** 10±5* 10±9

Макрофаги, % 85±11 65±18 78±15 76±17

Лимфоциты, % 10±4 21±12* 12±11 14±9

Эозинофилы, % 2±4 3±3 1±4 1±3

Эритроциты, % 2±5 2±4 2±2 1±1
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зацией остальных отделов легких и сниженным 
уровнем системной воспалительной реакции. Это 
достижимо только путем выполнения фиброброн-
хоскопии, невозможной у мелких животных.

Как показали результаты морфологического, 
иммуногистохимического и цитологического ис-
следований, оба пути введения оказались одина-
ково эффективными в отношении сдерживания 
развития фиброза легких и отложения коллагена 
в интерстициальном пространстве. Уровни про-
воспалительных и профиброгенного цитокинов 
в жидкости бронхоальвеолярного лаважа хотя и 
имели тенденцию к уменьшению у животных, по-
лучивших лечение МСК, но не достигли статисти-
ческой разницы, что, предположительно, связано 
как с ограниченным числом образцов для тести-
рования, так и достаточно большим сроком по-
сле блеомицинового повреждения (4 нед). Анализ 
клеточного состава бронхоальвеолярного лаважа 
выявил достоверное увеличение общего цитоза 
с увеличением фракций нейтрофилов и лимфо-
цитов у животных с блеомициновой травмой, не 
получивших лечения. В группах клеточной тера-
пии достоверного отличия от здорового контроля 
не установлено, за исключением повышенного 
содержания нейтрофилов у кроликов с внутри-
венным введением клеточного препарата (хотя 
и более низкого, чем у животных без лечения). 
Эти данные в целом свидетельствуют о местных 
противовоспалительных эффектах как ингаляци-
онного, так и внутривенного пути введения МСК. 
Практически во всех образцах, как в контроле, 
так и в группах лечения, мы выявили небольшое 
присутствие эритроцитов, нетипичное для кле-
точного состава бронхоальвеолярного лаважа, ко-
торое связываем с локальной травмой слизистой 
оболочки фибробронхоскопом во время его прове-
дения по воздухоносным путям. 

В целом наше исследование подтвердило про-
тивовоспалительные и антифиброзные эффекты 
при трансплантации МСК, которые наблюдались  
в других экспериментальных работах на более 
мелких животных [6, 14–16]. 

Терапевтический механизм действия МСК при 
легочном фиброзе окончательно не установлен. 
Доминирующим на сегодняшний день является 
мнение о ведущей роли паракринных эффектов 
клеточной терапии. Миграция экзогенно введен-
ных клеток в зону повреждения происходит через 
локальную продукцию хемоаттрактантов — гра-
нулоцитарного и гранулоцитарно-макрофагаль-

ного колониестимулирующих факторов [17, 18]. 
Достигнув места поражения, МСК экспрессируют 
самостоятельно или влияют на продукцию проти-
вовоспалительных, антифиброзных, ангиогенных 
факторов, а также подавляют экспрессию про-
воспалительных цитокинов (IL1β, TGFβ,VEGF, IL6, 
TNFα, NO-синтаза), что, по-видимому, и определя-
ет терапевтический эффект [15, 19]. В пользу па-
ракринных механизмов действия МСК свидетель-
ствует и факт похожих результатов, достигаемых 
при введении кондиционной среды от МСК и про-
гениторных клеток в моделях легочного фиброза 
[20, 21]. 

Еще одним возможным, хотя и малоизученным, 
механизмом противовоспалительного и антифи-
брозного действия МСК является межклеточный 
трансфер, когда экзогенно введенные клетки 
прикрепляются к поврежденному эпителию ды-
хательных путей и через организуемые межкле-
точные контакты передают цитоплазматические 
факторы и митохондрии, препятствующие апоп-
тозу и способствующие восстановлению повре-
жденной клетки [22, 23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наше исследование, с одной стороны, доказа-
ло целесообразность применения компрессорного 
ингалятора для доставки максимума жизнеспособ-
ных клеток в дыхательные пути, с другой — про-
демонстрировало сопоставимые положитель-
ные морфологические, иммуногистохимические  
и цитологические эффекты внутривенного и ин-
галяционного путей введения аллогенных МСК 
костного мозга на модели блеомицининдуциро-
ванного легочного фиброза у кроликов. Пози-
тивные результаты клеточной терапии на более 
крупных животных, чем в предшествующих ис-
следованиях, а также приемлемая для человека 
технология доставки клеток в дыхательные пути 
позволяют надеяться на возможность перехода 
от доклинических к клиническим исследовани-
ям данного направления.
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