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Представлены результаты воздействия иммуномодулирующих биологически активных пре-
паратов на иммунный ответ у лабораторных животных. Для изучения процессов использована 
модель экспериментального лейкоза Раушера на мышах чистых линий. Изучены морфологиче-
ские изменения периферической крови мышей линии Bagg Albino C (BALB/c) при эксперимен-
тальном лейкозе Раушера после применения препаратов мононуклеарных стволовых клеток и 
Субалина. Для эксперимента сформированы группы животных: контрольная и три опытные 
(инфицированные). Животных опытных групп исследовали одновременно путем внутрибрю-
шинного введения соответствующего биоматериала. Выявлено, что использование монону-
клеарных стволовых клеток и Субалина не продлевает срок жизни зараженных животных. В 
течение периода наблюдения все инфицированные мыши погибли в течение 11 мес. После зара-
жения лейкозом Раушера происходит количественное и качественное изменение клеток крови. 
В лейкограмме отмечен сдвиг влево, выявлены эозинофилия и моноцитоз. В процессе экспе-
риментального воспроизведения хронической формы болезни оценивали размеры селезенки 
мышей. Отмечено увеличение селезенки в экспериментальной группе животных, инфициро-
ванных вирусом лейкоза Раушера, на 4-й неделе после заражения. Установлено, что Субалин 
оказывает выраженное влияние на выравнивание гематологических показателей и лейкопоэз 
инфицированных мышей. В группе, где применяли стволовые клетки вместе с антигеном, за-
регистрировано некоторое снижение количества лимфоцитов и увеличение палочкоядерных и 
сегментоядерных нейтрофилов. В опытных группах с применением мононуклеарных стволо-
вых клеток и Субалина отмечено увеличение юных клеток в лейкограмме.

Ключевые слова: экспериментальный лейкоз Раушера, стволовые клетки, Субалин, гема-
тологические изменения

IMMUNE RESPONSE IN ANIMALS WITH EXPERIMENTAL RAUSCHER 
LEUKEMIA TO MONONUCLEAR STEM CELLS AND SUBALIN
1Rusakova Ya.L., 2, 3Mager S.N., 2Khramtsov V.V., 2Agarkova T.A.,  
2Dvoeglazov N.G., 2Osipova N.A.
¹E.N. Meshalkin Blood Circulation Pathology Research Institute 
Novosibirsk, Russia 
2Siberian Federal Scientific Center of Agro-BioTechnologies of the Russian Academy of Sciences 
Krasnoobsk, Novosibirsk region, Russia 
3Novosibirsk State Agrarian University  
Novosibirsk, Russia

The results of the effect of immunomodulating biologically active drugs on the immune response 
of laboratory animals are presented. To study the processes, a model of experimental Rauscher leu-
kemia was used in mice of pure lines. The morphological changes in the peripheral blood of Bagg 
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Albino C (BALB / c) mice with experimental Rauscher's leukemia after the use of mononuclear 
stem cell and Subalin preparations were studied. Groups of animals were formed for the experiment: 
control and three experimental (infected). The animals of the experimental groups were examined 
simultaneously by intraperitoneal injection of the appropriate biomaterial. It was found that the use 
of mononuclear stem cells and Subalin does not prolong the life of infected animals. During the 
observation period, all infected mice died within 11 months. After infection with Rauscher leuke-
mia, a quantitative and qualitative change in blood cells occurs. A shift to the left was noted in the 
leukogram, eosinophilia and monocytosis were revealed. In the process of experimental reproduc-
tion of the chronic form of the disease, the size of the spleen of mice was estimated. An increase in 
the spleen was observed in the experimental group of animals infected with the Rauscher leukemia 
virus on the 4th week after infection. It was found that Subalin has a pronounced effect on the level-
ing of hematological parameters and leukopoiesis in infected mice. In the group where stem cells 
were used together with the antigen, a slight decrease in the number of lymphocytes and an increase 
in stab and segmented neutrophils were recorded. In the experimental groups with the use of mono-
nuclear stem cells and Subalin, an increase in young cells in the leukogram was noted.
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ВВЕДЕНИЕ

Одной из моделей для изучения процес-
сов лейкемий служит экспериментальный 
лейкоз Раушера на мышах чистых линий. 
Мыши часто выступают в качестве экспе-
риментальной модели для воспроизведения 
лейкозного процесса как других животных, 
так и человека [1, 2]. Инфекция восприим-
чивых мышей, таких как BALB/c, вызванная 
вирусом Раушера, приводит к быстрой по-
стоянной виремии, пролиферации эритро-
идных клеток-предшественников, анемии 
и спленомегалии [3] и протекает у мышей 
чаще в виде эритробластоза, реже – лимфо-
лейкоза или миелолейкоза [4]. Вирус вызы-
вает иммунодепрессию в организме воспри-
имчивых мышей, сходную с механизмами 
вирусов кори, вируса иммунодефицита че-
ловека и цитомегаловируса [5].

Экспериментальные данные определенно 
свидетельствуют о том, что при лейкозе до-
вольно быстро вовлекаются в процесс поли-
потентные стволовые клетки и клетки-пред-

шественники. Данные по изучению влияния 
стволовых клеток при лейкозе на механизм 
развития и тяжесть процесса открывают но-
вые возможности по их использованию для 
терапии онкологических заболеваний [6–9]. 
Также существует множество данных о 
противоопухолевом эффекте от применения 
препаратов различного происхождения, на-
пример, полисахаридов морского генеза [10] 
или различных иммуномодуляторов [11–14].

В настоящее время недостаточно изучены 
вопросы специфического и неспецифическо-
го воздействия иммуномодулирующих био-
логически активных препаратов (в том числе 
пробиотиков и стволовых клеток), а также 
оценки их профилактической эффективности 
при экспериментальном лейкозе [15–17].

Цель исследований – изучить особен-
ности иммунного ответа у лабораторных 
мышей линии BALB/c на введение вируса 
лейкоза Раушера с последующим примене-
нием мононуклеарных стволовых клеток и 
Субалина.
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Объект и предмет исследований – экс-
периментальная модель вируса лейкоза Ра-
ушера, воспроизведенная на мышах линии 
BALB/c.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Работа выполнена на базе кафедры хи-
рургии и внутренних незаразных болезней 
Новосибирского государственного аграр-
ного университета, лаборатории лейкозов 
Института экспериментальной ветеринарии 
Сибири и Дальнего Востока Сибирского 
федерального научного центра агробиотех-
нологий Российской академии наук,  лабо-
ратории экспериментальной хирургии и 
морфологии ННИИПК Росмедтехнологий. 
Оценка функциональной активности лимфо-
идных клеток in vitro при тестировании спон-
танной и Т- и В-митоген-индуцированной 
пролиферации клеток селезенки проведена 
на базе Научно-исследовательского инсти-
тута клинической иммунологии. 

Животные были разделены на четыре 
группы по девять голов в каждой.
1. 	АГ – антиген (животные, эксперимен-

тально зараженные вирусом лейкоза Рау-
шера).

2. 	АГ +  СК (дополнительно введены ство-
ловые клетки).

3. 	АГ + Субалин (дополнительно введен Су-
балин).

4. 	Здоровые животные (контроль).
Животных во всех группах исследовали 

одновременно путем внутрибрюшинного 
введения соответствующего биоматериала.

В группе АГ животных заражали виру-
сом лейкоза Раушера. Титр вируса считали 
по доле селезенки зараженной мыши. Ин-
фицированные мыши высокораковых линий 
BALB/c приобретены в Институте фармако-
логии (г. Томск). 

Для экспериментального воспроизведе-
ния инфекции вируса Раушера использова-
ли селезенку массой 200  мг. Материал су-
спендировали с 200  мкл физиологического 
раствора, центрифугировали при 1000  об. 
5  мин, собирали надосадок, доводили до 
начального объема 200 мкл и разводили в 

100 мл физиологического раствора. Для за-
ражения одного животного брали 0,1 мл над- 
осадочной жидкости (1/1000 часть селезен-
ки). В группе АГ + СК каждому животному 
вводили АГ в той же дозировке и монону-
клеарные стволовые клетки, выделенные из 
костного мозга мышей той же линии в рас-
чете 750 тыс. клеток на животное.

В группе АГ +  Субалин кроме АГ в ука-
занной дозировке (1/1000 часть селезенки) 
каждому животному вводили препарат Су-
балин в количестве 1,5 дозы (доза отработа-
на в предварительных опытах). Контролем 
служила группа здоровых животных, кото-
рым вводили физиологический раствор в 
объеме 0,5 мл.

Для изучения особенностей иммуно-
логического реагирования у мышей экс-
периментальных групп через 2 и 7 мес по-
сле заражения произведены лабораторные, 
гематологические, морфологические и 
радиометрические исследования. Методом 
микроскопирования в крови определяли аб-
солютное количество лейкоцитов и эритро-
цитов с последующим выведением лейкоци-
тарной формулы.

Для оценки функциональной активно-
сти лимфоидных клеток изучали влияние 
антигена и антиген + СК на спонтанную и 
стимулированную митогенами пролифера-
цию спленоцитов. Пролиферативную актив-
ность клеток оценивали по включению Н3-
тимидина в ДНК делящихся клеток.

Результаты оценивали в импульсах в ми-
нуту (имп/мин) на 100  ×  103 клеток, под-
считывали средние значения по триплету. 
Оценка данных проведена в абсолютных 
значениях.

Статистическую обработку получен-
ных данных проводили методом подсчета 
средних арифметических (М), стандартных 
ошибок (m). Уровень значимости различий 
вариационных рядов оценивали параметри-
ческим t-критерием Стьюдента. Получен-
ные первичные данные обработаны стати-
стически с использованием стандартного 
программного обеспечения Microsoft Office 
Excel.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

В лабораторных условиях эксперимен-
тально воспроизведена хроническая форма 
лейкоза Раушера мышей. Наблюдение за 
мышами проводили в течение 11 мес. Пу-
тем пальпаторного метода исследования 
определяли размеры селезенки (1–2 раза 
в неделю). В группе АГ увеличение селе-
зенки у животных произошло на 4-й неделе 
после заражения. 

В группе АГ + СК первое животное по-
гибло через 3 мес после заражения, осталь-
ные в течение следующих 9 мес. 

В группе АГ + Субалин в течение первых 
2 мес погибли 55,5% животных. В дальней-
шем каждый месяц погибали по одному жи-
вотному и к 8-му месяцу погибли все живот-
ные. 

Таким образом, отмечены хроническое 
развитие лейкоза Раушера у животных, ко-
торым вводили вирус, а также ингибиция 
развития инфекции у мышей, которым вме-
сте с вирусом Раушера вводили стволовые 
клетки.

Результаты гематологического исследо-
вания экспериментальных животных мето-

дом световой микроскопии представлены в 
табл. 1.

Через 7 мес после заражения наблюдали 
появление базофильных клеток у животных 
в экспериментальных группах. В контроль-
ной группе здоровых животных наблюдали 
достоверное увеличение палочкоядерных 
нейтрофилов и уменьшение моноцитов бо-
лее, чем в 3 раза. В группе АГ также реги-
стрировали достоверное в 4 раза снижение 
моноцитов, в группе АГ + Субалин – увели-
чение юных клеток в 2 раза. 

В группе АГ + СК, кроме появления ба-
зофильных клеток, через 2 мес отмечалось 
увеличение эозинофилов и палочкоядерных 
нейтрофилов. Количество  сегментоядерных 
нейтрофилов достоверно снижено по отно-
шению к контрольной группе. Появление 
базофилов в крови инфицированных живот-
ных может подтверждать развитие миело-
идного лейкоза. Относительная монопения 
и нейтрофилия с появлением юных клеток 
в группе АГ также свидетельствует о разви-
тии лейкемии.

Количественные изменения при гема-
тологическом исследовании показали раз-

Табл.  1 .  Средние показатели лейкоцитарной формулы в мазках крови мышей BALB/c, n = 9,  
% от 100 клеток
Table 1.  Average leukocyte counts in blood smears of BALB/c mice, n = 9, % of 100 cells

Группа Базофилы Эозинофилы
Нейтрофилы

Лимфо-
циты

Моно-
цитыюные палочко-

ядерные
сегменто-
ядерные

Через 2 мес эксперимента
Здоровые 
животные – 0,44 ± 0,1 – 0,34 ± 0,2 35,9 ± 3,2 62,6 ± 3,8 0,67 ± 0,6
АГ 0,1 ± 0,1 0,35 ± 0,15 1,22 ± 0,23* 14,7 ± 0,4    54 ± 2,9* 28,8 ± 2,9 0,9 ± 0,3
АГ + СК –   1 ± 0,7 0,5 ± 0,33 5,5 ± 0,7 29,0 ± 5,9 53,5 ± 8,7    11,5 ± 1,4**
АГ + Субалин 0,1 ± 0,1 1,0 ± 0,01 1,5 ± 0,14 5,02 ± 1,0 11,03 ± 2,25 76,2 ± 2,5    5,12 ± 0,22*

Через 7 мес эксперимента
Здоровые 
животные – 0,4 ± 0,15 – 0,44 ± 0,2 40,8 ± 2,3 59,1 ± 3,4 1,0 ± 0,2
АГ 0,1 ± 0,1 15,0 ± 0,5** 0,8 ± 0,5* 16,9 ± 1,2    14,1 ± 1,9** 39,8 ± 2,0    13,3 ± 0,7**

АГ + СК 0,6 ± 0,41 1,8 ± 0,7 1,6 ± 1,2 9,2 ± 5,2 40,6 ± 3,3 38,2 ± 4,4 8,0 ± 3,5

АГ + Субалин 0,11 ± 0,1 0,5 ± 0,2** 3,14 ± 0,05** 8,15 ± 2,04* 12,1 ± 2,08 72,5 ± 2,95  2,72 ± 0,43**

*р ≤ 0,05, **р ≤ 0,01 – разница достоверна в сопоставлении с данными одной и той же группы в разные периоды вре-
мени (2-й и 7-й мес эксперимента).
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витие анемии в группе АГ и увеличение 
абсолютного числа лейкоцитов в группе 
АГ + СК, что отражено в табл. 2.

Количество лейкоцитов в группе АГ че-
рез 2 мес уменьшилось в 2 раза по сравне-
нию с контролем. Через 7 мес количество 
лейкоцитов в этих группах достоверно не 
отличалось.

Изменения количества лейкоцитов в 
группе АГ + Субалин не имели достоверных 
различий. Различия в группе АГ + СК были 
выраженными, но из-за небольшого количе-
ства оставшихся живых животных в опыт-
ной группе анализировать данные не пред-
ставилось возможным. 

В группе АГ  +  Субалин достоверно от-
мечено снижение количества эритроцитов в 
1,5 раза по сравнению с контролем. В груп-
пе АГ наблюдали снижение в 2 раза в 2 мес 
и в 3 раза к 7-му месяцу.

Результаты исследования влияния анти-
гена и стволовых клеток на спонтанную и 
стимулированную пролиферацию сплено-
цитов представлены в табл. 3. 

У инфицированных вирусом Раушера 
мышей снижается митоген-стимулирован-
ная пролиферация (в группах здоровые жи-
вотные/АГ равно 30667/1998 на 6-й месяц 
и 53681/21287 на 9-й месяц), что является 
одним из характерных признаков развития 
иммуносупрессии. Введение стволовых 
клеток с АГ не стимулирует уровень ConA 
пролиферативной активности на 6-й ме-
сяц: здоровые животные/АГ/АГ  +  СК рав-
но 30667/1998/1209. Однако на 7-й месяц 
наблюдения  спонтанная пролиферация в 
группе АГ + СК возрастает в 1,3 раза (АГ/
АГ + СК равно 3883/5091), при увеличении 
ConA пролиферации в группе АГ + СК в 3,3 
раза (АГ/АГ  +  СК равно 1016/3347). Эти 

Табл.  3 .  Уровень спонтанной и стимулированной митогенами пролиферации спленоцитов у 
мышей экспериментальных и контрольной групп, имп/мин 
Table 3.  The level of spontaneous and mitogen-stimulated proliferation of splenocytes in mice of the 
experimental and control groups, imp / min

Группа

Период исследования

через 6 мес через 7 мес через 9 мес

Спон ConA PWM Спон ConA PWM Спон ConA PWM

Здоровые 
животные 8136 30667 2097 1578,5 53681,5 11557
АГ 1131 1998 1242 3883 1016 50 2601 21287 20266,5

АГ + СК 2034 1209 836 5091 3347 39,4

Табл.  2 .  Количество эритроцитов и лейкоцитов у животных опытных и контрольной групп в 
1 мкл крови после заражения, n = 9
Table 2.  The number of erythrocytes and leukocytes in animals of the experimental and control groups 
in 1 μl of blood after infection, n = 9

Группа 
Эритроциты, абсолютное число Лейкоциты, абсолютное число

через 2 мес через 7 мес через 2 мес через 7 мес

Здоровые животные 10,3 × 106 ± 0,4 9,3 × 106 ± 0,35 8,2 × 106 ± 1,2 7,8 × 106 ± 0,9

АГ 5,4 × 106 ± 0,4** 3,7 × 106 ± 0,2* 4,2 × 106 ± 0,7* 5,1 × 106 ± 0,7

АГ + СК 9,1 × 106 ± 0,29 8,5 × 106 ± 2,3 4,7 × 106 ± 0,3* 16,9 × 106 ± 9,0*

АГ + Субалин 6,6 × 106 ± 1,2* 6,1 × 106 ± 0,8* 5,2 × 106 ± 0,7* 8,2 × 106 ± 0,9

* р ≤ 0,05; ** р ≤ 0,005 – разница между опытной и контрольной группой за один и тот же период времени.
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Раушера с применением мононуклеарных стволовых клеток и 
Субалина

результаты отражают развитие инфекцион-
ного вирусного процесса, предопределяю-
щего в последующем развитие лейкоза, но 
требуют дополнительных исследований по 
изучению воздействия стволовых клеток на 
пролиферацию спленоцитов у мышей.

ВЫВОДЫ

1. 	Смертность животных, инфицированных 
вирусом Раушера мышей линии BALB/c, 
составила 100% в течение 11 мес.

2. 	Заражение вирусом Раушера мышей вы-
зывало изменения гематологической 
картины крови, которые выразились в 
нарастающей эритропении и снижении 
количества лейкоцитов ко 2-му месяцу 
наблюдения и нормализации их уровня к 
11-му месяцу, перед терминальной стади-
ей, в лейкограмме отмечен сдвиг влево, 
выявлены эозинофилия и моноцитоз.

3. 	Одновременное введение животным АГ 
и Субалина не повлияло на динамику ге-
матологических показателей, но снизило 
их выраженность по сравнению с груп-
пой АГ. Было установлено развитие ане-
мии у мышей в группе АГ и лейкоцитоза 
в группе АГ + СК. 

4. 	Митоген-стимулированная пролифе-
рация спленоцитов у инфицированных 
мышей снизилась и введение стволовых 
клеток не оказывало стимулирующего 
эффекта на пролиферативную актив-
ность.
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