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Суммарная РНК, выделенная из лимфоцитов селезенки крыс-доноров через 96 часов после кровопоте-
ри, обладает тормозящим эритропоэз действием. Добавление 2 мкг/мл или 4 мкг/мл РНК в культуру эритро-
бластических островков, содержащую 0,5 МЕ/мл или 1,5 МЕ/мл эритропоэтина (модели физиологического 
и  компенсационного эритропоэза соответственно), приводит к  уменьшению процесса образования эри-
тробластических островков de novo и de repeto, снижению показателя повторного вовлечения макрофагов 
в эритропоэз и замедлению созревания эритробластов. Суммарная РНК лимфоцитов, выделенных из селе-
зенки на начальном этапе торможения постгеморрагической регенерации эритроидной ткани, способствует 
усиленной адгезии лимфоидных клеток к эритробластическим островкам, «корона» которых представлена 
преимущественно созревающими эритробластами. Исследуемая суммарная РНК, возможно, способствует 
адгезии особой популяции лимфоидных клеток костного мозга к мембране центральных макрофагов зрелых 
эритробластических островков, или же под влиянием РНК, выделенной из лимфоцитов донора на стадии 
торможения эритропоэза, лимфоидные клетки, присоединившись к «короне» зрелых островков, начинают 
выделять биологически активные вещества, тормозящие процесс денуклеации оксифильных нормобластов. 
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Total RNA isolated from rat donors spleen lymphocytes 96 hours after blood loss, has an inhibitory effect upon 
erythropoiesis. Addition of 2x10-6 g/ml or 4x10-6 g/ml of the RNA to the erythroblastic islet culture containing 0.5 
IU/ml or 1.5 IU/ml of erythropoietin (models of physiological and compensatory erythropoiesis, correspondingly) 
leads to a reduction of the formation of erythroblastic islands de novo and de repeto, reduction of the rate of re-
involvement of macrophages in erythropoiesis and slowing maturation of erythroblasts. Total RNA of lymphocytes 
isolated from the spleen at the initial stage of braking posthemorrhagic erythroid tissue regeneration, enhances 
the adhesion of lymphoid cells to erythroblastic islands «crown» of which is mainly represented by maturing 
erythroblasts. The examined total RNA may contribute to adhesion of a special bone marrow population of lymphoid 
cells to a membrane of central macrophages of mature erythroblastic islands or, under the influence of RNA isolated 
from donor lymphocytes at the stage of braking erythropoiesis, the lymphoid cells joining the «crown» of mature 
islets start to release biologically active substances which inhibit the oxyphilic normoblast denucleation process.
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Известно, что в ходе реализации своей 
морфогенетической функции Т-лимфоциты 
информируют организм реципиента не 
только о  необходимости запуска програм-
мы пролиферации ткани, но и обо всех осо-
бенностях этого процесса, обусловленных 
исходным сигналом к регенерации, причем 
лимфоидные клетки способны переносить 
реципиентам информацию о стадии регене-
рационного ответа, развивающегося в орга-
низме донора [1, 8]. Ранее нами было уста-
новлено, что суммарная РНК лимфоидных 

клеток обладает модулирующим эритро-
поэз действием в норме и при эксперимен-
тальной полицитемии  [2, 3, 18], а  суммар-
ная РНК лимфоцитов пациентов с истинной 
полицитемией стимулирует пролиферацию 
и  дифференцировку эритроидных клеток 
в  культуре и  в  костном мозге крыс с  бен-
зольной анемией  [4, 5]. Целью настоящего 
исследования явилось изучение эффекта 
суммарной РНК лимфоцитов, выделенных 
из организма животного в  период начала 
торможения постгеморрагической проли-
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ферации эритроидной ткани, на физиоло-
гический и  компенсационный эритропоэз 
в  культуре эритробластических островков 
(ЭО) костного мозга. 

Материалы и методы исследования
Эксперименты были проведены в  соответствии 

c Национальным стандартом Российской Федерации 
«Принципы надлежащей лабораторной практики», 
утвержденным и  введенным в  действие Приказом 
Ростехрегулирования №  544-ст от 02.12.2009. Все 
манипуляции с  животными производили под эфир-
ным наркозом, эвтаназию грызунов осуществляли 
путем цервикальной дислокации, также проводимой 
под эфирным наркозом. 5 здоровым крысам-самцам 
массой 200–260 граммов было произведено кровопу-
скание в  объеме 2 % от массы тела. Через 96 часов 
после кровопотери эти животные были выведены из 
эксперимента. Лимфоидные клетки из их селезенок 
выделяли путем суспендирования ткани в  стеклян-
ном гомогенизаторе, после чего взвесь фильтровали 
через капроновый фильтр и  трижды отмывали су-
спензию клеток 0,9 % раствором NaCl. Суммарную 
РНК, выделенную из лимфоцитов методом гуанидин 
тиоцианат  – фенол  – хлороформной экстракции по 
Хомчинскому, добавляли в  чашки Петри непосред-
ственно перед началом культивирования в концентра-
ции 2 или 4 мкг/мл культуральной среды. 

У 10 интактных крыс из костного мозга бедрен-
ных костей выделяли ЭО и культивировали их 24 часа 
в газопроточном мультигазовом инкубаторе [11]. Для 
моделирования физиологического эритропоэза в каж-
дую чашку Петри добавляли по 0,5 МЕ/мл рекомби-
нантного эритропоэтина (ЭПО) человека «Рекормон» 
(«Boehringer Mannheim GmbH», Германия), для мо-
делирования компенсационного эритропоэза  – по 
1,5 МЕ/мл ЭПО  [17]. Культивирование производи-
лось при температуре 37 °С, относительной влаж-
ности 95 % и содержании СО2 4,5 %. Всего в работе 
было проанализировано 30 культур ЭО.

В полученных препаратах определяли общее 
количество ЭО на 1 см2 поверхности культураль-
ного сосуда и  распределение их по классам зрело-
сти  [9,10]. «Корона» ЭО 1-го класса (ЭО1) была 
представлена проэритробластами и  базофильными 
эритробластами с числом клеток от 2 до 8; «корона» 
ЭО 2-го класса (ЭО2) – базофильными и полихрома-
тофильными эритробластами с числом клеток от 9 до 
16; ЭО 3-го класса (ЭО3) содержали от 17 до 32 по-
лихроматофильных и  оксифильных эритробластов; 
«корона» инволюцирующих островков (ЭОинв) со-
стояла из полихроматофильных, оксифильных эри-
тробластов и  ретикулоцитов с  числом ядросодержа-
щих клеток менее 16. Реконструирующиеся островки 
(ЭОрек) имели в  своей «короне» как зрелые клетки 
(оксифильные эритробласты и  ретикулоциты), так 
и молодые проэритробласты и/или базофильные эри-
тробласты. Для оценки темпа развития ЭО в культуре 
использовались расчетные показатели интенсивности 
вовлечения КОЕэ в  дифференцировку (ЭО1 + ЭО-
рек), созревания эритробластов (ЭО3 + ЭОинв  / 
ЭО1 + ЭО2 + ЭОрек) и  повторного вовлечения ма-
крофагов в эритропоэз (ЭОрек / ЭОинв). Кроме того, 
отдельно подсчитывали ЭО каждого класса зрелости, 
контактирующие с лимфоидными клетками.

Полученные результаты обрабатывались метода-
ми описательной статистики с расчетом средних зна-

чений, ошибки среднего, доверительных интервалов, 
стандартного отклонения. Сравнения групп проводи-
лись методами непараметрической статистики с  ис-
пользованием критериев Манна-Уитни и хи-квадрат.

Результаты исследования  
и их обсуждение

Присутствие препарата РНК лимфоци-
тов селезенки анемизированных животных 
в  культуральной среде как в  концентрации 
2 мкг/мл, так и  в  количестве 4 мкг/мл при-
водило к  нарушению физиологического 
темпа развития эритроидных клеток в  ЭО 
(табл. 1). При анализе показателей развития 
ЭО в  культуре было выявлено, что тормо-
жение эритропоэза развивается в  резуль-
тате подавления процесса присоединения 
КОЕэ к мембране центральных макрофагов 
и  снижения темпа вовлечения свободных 
макрофагов в эритропоэз. Кроме того, о за-
медлении процесса дифференцировки и со-
зревания эритроидных клеток свидетель-
ствовало увеличение показателя созревания 
эритробластов, что, вероятно, было обуслов-
лено замедлением процесса денуклеации 
оксифильных нормобластов в ЭО3 и ЭОинв, 
а также задержкой выхода ретикулоцитов из 
их «короны». Подобное явление торможения 
созревания эритроидных клеток в ЭО кост-
ного мозга было отмечено ранее при экспе-
риментальной спленомегалии [19]. 

В модели компенсационного эритропоэза 
при добавлении исследуемой суммарной РНК 
лимфоцитов наблюдалась такая же картина 
угнетения формирования ЭО: через 24 часа 
культивирования снижалось число вновь об-
разованных островков, замедлялся процесс 
вовлечения новых макрофагов в  эритропоэз 
и увеличивалась продолжительность созрева-
ния эритробластов (табл. 2). 

Известно, что интенсивность эритро-
поэза in vitro прежде всего зависит от дозы 
внесенного в культуру ЭПО, что было по-
казано в  работах по изучению динамики 
развития эритроидных клеток [13]. Однако 
супрессорное действие суммарной РНК, 
выделенной из лимфоцитов на этапе на-
чала торможения эритропоэза в организме 
доноров, было отчетливо выражено даже 
в тех культурах ЭО, в которых равновесие 
между стимулирующими и  угнетающими 
эритроидный росток факторами было сме-
щено в сторону активации (модель компен-
сационного эритропоза). При микроско-
пии препаратов культур ЭО, содержащих 
1,5  МЕ/мл ЭПО, мы обратили внимание 
на необычайно частую встречаемость 
лимфоидных клеток в «короне» островков 
3-го класса зрелости (табл. 3).
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Таблица 1
Влияние суммарной РНК лимфоцитов селезенки анемизированных животных  

на развитие ЭО в модели физиологического эритропоэза

Расчетные показатели 0,5 МЕ/мл ЭПО
(контроль)

0,5 МЕ/мл ЭПО
+ 2 мкг/мл суммарной 

РНК лимфоцитов

0,5 МЕ/мл ЭПО
+ 4 мкг/мл суммарной 

РНК лимфоцитов
Показатель интенсивности вовлече-
ния КОЕэ в дифференцировку

18,7 ± 0,08 11,1 ± 0,07* 8,6 ± 0,05*

Показатель созревания эритробластов 2,8 ± 0,01 4,6 ± 0,02* 5,9 ± 0,02*
Показатель повторного вовлечения 
макрофагов в эритропоэз

0,23 ± 0,004 0,14 ± 0,001* 0,11 ± 0,001*

П р и м е ч а н и е .  * – достоверность различий между контрольными и опытными показателя-
ми (p < 0,05).

Таблица 2
Влияние суммарной РНК лимфоцитов селезенки анемизированных животных  

на развитие ЭО в модели компенсационного эритропоэза

1,5 МЕ/мл ЭПО
(контроль)

1,5 МЕ/мл ЭПО
+ 2 мкг/мл РНК 

лимфоцитов

1,5 МЕ/мл ЭПО
+ 4 мкг/мл РНК 

лимфоцитов
Показатель интенсивности вовлечения 
КОЕэ в дифференцировку

25,2 ± 0,1 19,3 ± 0,07* 11,6 ± 0,06*

Показатель созревания эритробластов 2,1 ± 0,03 2,7 ± 0,02* 4,2 ± 0,01*
Показатель повторного вовлечения ма-
крофагов в эритропоэз

0,33 ± 0,001 0,23 ± 0,002* 0,12 ± 0,02*

П р и м е ч а н и е .  * – достоверность различий между контрольными и опытными показателя-
ми (p < 0,05).

Таблица 3
Влияние суммарной РНК лимфоцитов анемизированных животных на процентное 

содержание ЭО с лимфоидными клетками в «короне»

Условия культивирования 1,5 МЕ/мл ЭПО (контроль) 1,5 МЕ/мл ЭПО + 4 мкг/мл суммарной РНК
 % ЭО 1-го класса 20,6 ± 1,6 15,8 ± 2,7
 % ЭО 2-го класса 11,5 ± 1,3 8,1 ± 1,2
 % ЭО 3-го класса 9,1 ± 1,8 26,5 ± 1,4 *

 % ЭОинв 6,4 ± 0,5 8,6 ± 1,9
 % ЭОрек 25,5 ± 2,1 19,6 ± 2,5

П р и м е ч а н и е .  * – достоверность различий между контрольными и опытными показателя-
ми (p < 0,05).

Ранее подобные подсчеты проводились 
нами при изучении влияния разных доз 
эритропоэтина на интенсивность эритро-
поэза in vitro, и было установлено, что наи-
большее число контактов с  лимфоидными 
клетками имеют островки с  активно про-
лиферирующими клетками в «короне» – ЭО 
1-го класса и  реконструирующиеся ЭО  [7, 
12, 14, 16]. Однако при добавлении в куль-
туральную среду исследуемой РНК наибо-
лее часто с  лимфоидными клетками стали 
контактировать ЭО 3-го класса зрелости, 
в  которых одновременно наблюдалось за-
медление созревания оксифильных нор-

мобластов. Исходя из полученных данных, 
можно предположить, что к 96-му часу по-
сле кровопотери, при запуске программы 
торможения репаративной регенерации 
красного ростка кроветворения, суммар-
ная РНК лимфоцитов способствует адге-
зии особой популяции лимфоидных клеток 
костного мозга к  мембране центральных 
макрофагов зрелых ЭО, или же под влияни-
ем РНК, выделенной из лимфоцитов донора 
на стадии торможения эритропоэза, лимфо-
идные клетки, присоединившись к  «коро-
не» зрелых островков, начинают выделять 
биологически активные вещества, тормо-
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зящие процесс денуклеации оксифильных 
нормобластов. Это, в свою очередь, приво-
дит к уменьшению количества ретикулоци-
тов, открепляющихся от «короны» ЭО и вы-
ходящих в культуральную среду (а в живом 
организме – в сосудистое русло). Подобный 
феномен привлечения лимфоидных клеток 
в процессы дифференцировки и созревания 
эритробластов был отмечен при изучении 
механизмов действия различных тормо-
зящих эритропоэз соединений  – молекул 
средней массы, выделенных из крови обо-
жженных животных, и макрофагального ко-
лониестимулирующего фактора [6, 15]. 

Выводы
1. Суммарная РНК, выделенная из лим-

фоцитов селезенки доноров через 96 часов 
после кровопотери, тормозит эритропоэз in 
vitro. 

2. Супрессорное действие исследуемой 
суммарной РНК проявляется и при физио-
логическом темпе развития эритроидных 
клеток, и в модели компенсационного эри-
тропоэза, несмотря на повышенное в  по-
следнем случае содержание эритропоэтина 
в культуральной среде. 

3. Под влиянием суммарной РНК, вы-
деленной из лимфоцитов селезенки на на-
чальной стадии торможения постгеморра-
гической регенерации эритроидной ткани, 
увеличивается адгезия лимфоидных клеток 
к ЭО, содержащим в «короне» созревающие 
эритробласты. 

Работа выполнена в рамках Программы 
фундаментальных научных исследований 
государственных академий наук на 2013–
2020 годы по теме «Создание клеточных 
моделей молекулярных процессов в органах 
и  тканях» (НИИ биомедицинской химии 
им. В.Н. Ореховича) и  комплексной темы 
НИР «Регуляция кроветворной и  некро-
ветворной функций клеток костного мозга 
в эксперименте и клинике», №01201354257 
(Южно-Уральский государственный меди-
цинский университет).
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