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Резюме. Эритропоэтин используется в основном для стимуляции эритропоэза. В последнее время 
показаны его цитопротекторные эффекты на другие клетки организма человека и животных, в част-
ности антиапоптотическое действие. Свое влияние на клетки эритропоэтин опосредует через взаимо-
действие с рецептором к эритропоэтину в комплекс с образованием гетеродимерной связи с β-общей 
цепью (CD131). В представленной работе проведено исследование изменения экспрессии рецептора 
к эритропоэтину, CD131 и спектра продукции биологически активных молекул костномозговыми мо-
нонуклеарами (КМ-МНК) больных ишемической болезнью сердца. Методом проточной цитофлуори-
метрии показано, что кратковременная инкубация КМ-МНК с эритропоэтином способствует увеличе-
нию экспрессии рецептора к эритропоэтину на гемопоэтических стволовых клетках и имеет тенденцию 
к уменьшению количества эндотелиальных прогениторных клеток, несущих рецептор к эритропоэтину. 
Методом твердофазного иммуноферментного анализа в кондиционных средах от КМ-МНК выявлено, 
что длительное (72 часа) воздействие эритропоэтина на КМ-МНК способствует увеличению уровней 
продукции IL-1β, PDGF-AB и Epo по сравнению с базальным уровнем продукции (p < 0,05), а кратко-
временная инкубация КМ-МНК с эритропоэтином (60 минут) способствовала значимому повышению 
уровней продукции IL-1β, PDGF-AB и CXCL-12/SDF-1α, а также значимому снижению уровней про-
дукции IL-10 по сравнению с базальным уровнем продукции (p < 0,05).

Ключевые слова: костномозговые стволовые клетки, эритропоэтин, цитокины, ишемическая болезнь сердца
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Abstract. Erythropoietin (EPO) is mainly used to stimulate erythropoiesis. Its cytoprotective effects upon 
other cells of the human body and animals were recently shown, in particular, anti-apoptotic effect was 
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observed. EPO effect upon the cells is mediated by interaction with erythropoietin receptor, with a complex 
forming a heterodimeric bond with β-common chain (CD131). In the present work, we studied the changes in 
erythropoietin receptor expression, and production spectrum of biologically active molecules in bone marrow 
mononuclear cells (BM-MNC) of patients with coronary heart disease. The flow cytometric assays showed 
that short-term incubation of BM-MNC with erythropoietin caused increased expression of the erythropoietin 
receptors on hematopoietic stem cells and tended to reduce the number of endothelial progenitor cells carrying 
the erythropoietin receptors. Solid-phase enzyme immunoassay in conditioned media from BM-MNC revealed 
that long-term (72 hours) exposure of BM-MNC to erythropoietin promoted increased production of IL-1β, 
PDGF-AB, and Epo, if compared to the basal production level (p < 0.05). Short-term incubation of BM-
MNC with erythropoietin (60 minutes) caused a significant increase in the IL-1β, PDGF-AB and CXCL- 12/
SDF-1α production levels, as well as significant reduction in the IL-10 production levels compared to the basal 
levels (p < 0.05).

Keywords: bone marrow stem cells, erythropoietin, cytokine, ischemic heart disease

Введение
Альтернативным методом лечения ишемиче-

ской болезни сердца является клеточная терапия 
аутологичными костномозговыми стволовыми 
клетками [13, 15, 16]. Так, интрамиокардиальное 
введение аутологичных костномозговых моно-
нуклеаров (КМ-МНК) способствует регенера-
ции миокарда и восстановлению сократитель-
ной способности желудочков сердца [4, 7, 14, 
17]. Однако эффективность клеточной терапии 
зависит от микроокружения, в которое помеща-
ются клетки. В частности, окислительный стресс 
значительно снижает жизнеспособность клеток, 
а одним из веществ, способных влиять на жиз-
неспособность клеток, является эритропоэтин 
[9]. Показано, что эритропоэтин проявляет анти-
гипоксическое и антиапоптотическое действие, 
усиливает неоваскулогенез, мобилизирует эн-
дотелиальные прогениторные клетки и усили-
вает ангиогенез [3, 8]. Влияние эритропоэтина 
опосредуется его взаимодействием с рецептором 
для эритропоэтина, сформировавшийся ком-
плекс эритропоэтин/рецептор к эритропоэтину 
запускает каскад сигнальных путей с вовлече-
нием янус-киназы (JAK-2), сигнального прово-
дника и активатора транскрипции (STAT) и дру-
гих сигнальных путей, вовлеченных в регуляцию 
пролиферации, выживаемости и экспрессии ге-
нов [11]. В то же время влияние эритропоэтина 
на костномозговые стволовые клетки исследова-
но недостаточно.

Целью настоящего исследования явилось уста-
новление влияния эритропоэтина на уровни 
продукции цитокинов и экспрессию рецептора 
к эритропоэтину после инкубации костномозго-
вых мононуклеарных клеток с эритропоэтином 
in vitro.

Материалы и методы
Исследование проведено у 50 больных ишеми-

ческой болезнью сердца (43 мужчины и 7 женщин 
в возрасте 52-74 лет) с функциональным классом 

сердечной недостаточности по NYHA II-III клас-
са, давших информированное согласие. Аспират 
костного мозга забирали из подвздошной ко-
сти традиционным способом под местной ане-
стезией. КМ-МНК выделяли из костного моз-
га на градиенте плотности фиколл/верографин 
(ρ = 1,077 г/л). На проточном цитофлуориметре 
FACSCanto II (BD, США) исследовали количе-
ство клеток, несущих рецептор к эритропоэтину 
(EpoR, R&DS, США) и CD131 (BD, США) исход-
но и после инкубации с эритропоэтином. Экспо-
зицию КМ-МНК с эритропоэтином (Рекормон, 
Швейцария, 33,4 МЕ/мл) проводили в культу-
ральных флаконах в физиологическом раство-
ре с добавлением 10% аутологичной сыворотки 
в течение 60 минут при 37 °С в СО2-инкубаторе. 
Далее КМ-МНК трижды отмывали от остат-
ков эритропоэтина и аутологичной сыворотки 
при 1500 об/ мин в течение 5 минут. КМ-МНК, 
не подвергшиеся и подвергшиеся инкубации 
с эритропоэтином, инкубировали с монокло-
нальными антителами к рецептору эритропоэти-
на и к CD131, конъюгированные с фикоэритри-
ном или с аллофикоцианином, в течение 15 минут 
в темноте при комнатной температуре, далее 
клетки отмывали от меток и вносили фиксирую-
щий раствор, определяли количество клеток, не-
сущих данные маркеры на 10 000 клеток, и выра-
жали в %. Для исследования уровней продукции 
цитокинов клетками, 106/ мл КМ- МНК инку-
бировали в питательной среде ДМЕМ с добав-
лением 10% фетальной сыворотки плода (FCS, 
Биолот, Россия), 2мМ L-глутамина (ICN, США), 
80 мкг/ мл гентамицина (Дальхимфарм, Россия) 
и эритропоэтина (0 и 33,4 МЕ/ мл) в течение 
72  часов в СО2-инкубаторе при 37 °С, далее со-
бирали кондиционную среду, центрифугировали 
при 1500 об/мин в течение 5 минут, разливали 
по аликвотам и хранили при -70 °C. Кроме это-
го, получали кондиционные среды от КМ-МНК, 
предварительно проинкубированных с эритро-
поэтином, отмытых от остатков эритропоэтина 
и помещенных в аналогичную питательную сре-
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ду с добавками, но без внесения эритропоэтина 
и инкубировали в аналогичных условиях 72 часа, 
далее кондиционную среду собирали, центрифу-
гировали при 1500 об/ мин в течение 5 минут, раз-
ливали по аликвотам и хранили при -70 °C. В кон-
диционных средах исследовали уровни IL- 1β, 
IL-6, IL-8, IL-10, TNFα, TGF-β1, PDGF-AB, 
VEGF, FGF basal, Epo, IGF- 1, CXCL- 12/ SDF-1α, 
MMP-9, TIMP-1 методом твердофазного имму-
ноферментного анализа. Кроме этого, в конди-
ционных средах оценивали уровни стойких ме-
таболитов NO с использованием реактива Грисса. 
Статистическую обработку данных проводили 
с использованием программы Statistica 6.0 for 
Windows (Stat Soft, США). Полученные дан-
ные проверяли на нормальность распределения 
согласно W-критерию Шапиро–Уилка, меры 
центральной тенденции и рассеяния описаны 
медианой, нижним и верхним квартилями – 
Me (Q0,25-Q0,75); статистически значимое различие 
рассчитывали по U-критерию Манна–Уитни и 
принимали при значении p < 0,05. Связь между 
различными признаками определяли с помощью 
корреляционного анализа величиной коэффици-
ента корреляции Спирмена (r).

Результаты
Эритропоэтин увеличивает экспрессию рецеп-

тора к эритропоэтину на гемопоэтических стволо-
вых клетках

Как видно из таблицы 1, кратковременная 
инкубация КМ-МНК с эритропоэтином спо-
собствует увеличению относительного количе-
ства гемопоэтических стволовых клеток (CD34+/
CD45+), несущих на своей мембране рецептор 
к эритропоэтину в сравнении с исходным уров-
нем (p < 0,05). В то же время отмечена тенденция 
уменьшения относительного количества клеток 
с фенотипом CD34+/CD45-, несущих рецептор 
к эритропоэтину, а также количества клеток, 
несущих на своей мембране CD131 и рецептор 

к эритропоэтину, по сравнению с исходным коли-
чеством таких клеток до инкубации с эритропоэ-
тином, хотя статистически незначимо (p > 0,05).

Эритропоэтин стимулирует продукцию IL-1β
Одним из функциональных свойств полно-

ценности клеточного трасплантата, используе-
мого для регенеративной медицины, является 
уровень секреторной активности клеток, а имен-
но уровень продукции цитокинов, ростовых фак-
торов, металлопротеаз и молекул межклеточного 
взаимодействия (оксид азота). Нами показано, 
что КМ-МНК спонтанно продуцируют широкий 
спектр биологически активных веществ, включая 
провоспалительные (IL-1β, TNFα, IL-6) и про-
тивовоспалительные (IL-10) цитокины, факторы 
роста (PDGF-AB, VEGF, FGF basal, Epo, IGF-1, 
TGF-β1), металлопротеазы и ингибиторы метал-
лопротеаз (MMP-9, TIMP-1), хемокины (IL-8, 
CXCL-12/SDF-1α) и NO (табл. 2). Необходимо 
отметить тот факт, что без стимуляции в спектре 
продукции цитокинов отмечено преобладание 
фона противовоспалительного цитокина (IL-10), 
что можно расценивать как сдерживающее влия-
ние на пролиферативный потенциал клеток.

В то же время после длительной инкубации 
КМ-МНК с эритропоэтином (72 часа) отмече-
но значимое смещение продукции цитокинов 
в сторону провоспалительного спектра (IL-1β, 
p < 0,05) в сравнении с уровнями продукции 
клетками без стимуляции. Также длительная сти-
муляция КМ-МНК эритропоэтином увеличивает 
уровни продукции PDGF-AB и Epo по сравне-
нию с базальным уровнем продукции (p < 0,05). 
В отношении других биоактивных молекул 
(TNFα, IL- 6, IL-8, IL-10, TGF-β1, VEGF, FGF 
basal, IGF-1, CXCL- 12/SDF-1α, MMP-9, TIMP- 1 
и NO), продуцируемых КМ-МНК, длительная 
инкубация клеток с эритропоэтином не приво-
дила к значимому изменению уровней продук-
ции (p > 0,05).

Кратковременная инкубация КМ-МНК с эри-
тропоэтином (60 минут) способствовала значи-

ТАБЛИЦА 1. КОЛИЧЕСТВО КМ-МНК, НЕСУЩИХ EpoR И CD131, ДО И ПОСЛЕ ИНКУБАЦИИ С ЭРИТРОПОЭТИНОМ,  
Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. QUANTITY OF BM-MNC EXPRESSED EpoR AND CD131 BEFORE AND POST-TREATMENT WITH ERYTHROPOIETIN, 
Me (Q0.25-Q0.75)

Фенотип КМ-МНК
Phenotype of BM-MNC

Исходно
Basal

После инкубации 
с эритропоэтином

Post-treatment with erythropoietin
CD34+/CD45+/EpoR+ 0,94 (0,50-6,25) 4,65 (1,90-15,47)*
CD34+/CD45-/EpoR+ 0,64 (0,40-0,94) 0,5 (0,3-0,6)
CD131+/EpoR+ 5,1 (4,8-5,4) 3,45 (1,1-5,8)

Примечание. * p – статистическая значимость различия с исходным показателем (p < 0,05).
Note. * p, significance of differences with basal parameters (p < 0.05).
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мому повышению уровней продукции IL-1β, 
PDGF-AB и CXCL-12/SDF-1α, а также значимо-
му снижению уровней продукции IL-10 по срав-
нению с базальным уровнем продукции данных 
биологически активных молекул клетками без 
стимуляции эритропоэтином (p < 0,05). Также 
не выявлено существенного изменения уровней 
продукции КМ-МНК (TNFα, IL-6, IL-8, TGF-β1, 
VEGF, FGF basal, IGF-1, MMP-9, TIMP-1 и NO) 
после кратковременной инкубации с эритропоэ-

тином в сравнении с аналогичными параметра-
ми без стимуляции (p > 0,05). Необходимо отме-
тить тот факт, что кратковременная инкубация 
КМ- МНК с эритропоэтином вела к значимому 
снижению уровней продукции Epo по сравнению 
с аналогичным параметром после длительной 
стимуляции клеток эритропоэтином (p < 0,05).

Взаимосвязи клеток с цитокинами
Между исходным количеством клеток с фено-

типом CD34+/CD45+/EpoR+ и уровнями продук-

ТАБЛИЦА 2. УРОВНИ ПРОДУКЦИИ КМ-МНК ЦИТОКИНОВ И NO

TABLE 2. BM-MNC CYTOKINE AND NO PRODUCTION

Цитокины
Cytokines

Тип продукции
Type of production

Спонтанная
Basal

Cтимулированная 
эритропоэтином

Erythropoetin stimulated

Спонтанная 
после инкубации 

с эритропоэтином
Basal after erythropoietin-

treatment
IL-1β (пг/мл)
pg/ml 10,25 (5,12-20,10) 60,65 (34,25-72,05)* 37,85 (34,20-56,20)*

TNFα (пг/мл)
pg/ml 12,25 (4,97-36,35) 16,94 (7,70-28,00) 23,0 (10,3-1026,4)

IL-6 (пг/мл)
pg/ml 1615 (1208-1743) 1651,0 (1208,5-1776,0) 1560 (824-1666)

IL-8 (пг/мл)
pg/ml 1260 (1225-1320) 1270,5 (1164,0-1353,0) 1268 (1218-1280)

IL-10 (пг/мл)
pg/ml 193 (63-305) 96,0 (26,5-223,4) 42,8 (13,6-81,0)*

TGF-β1 (пг/мл)
pg/ml 3,14 (2,73-5,92) 2,36 (1,52-4,94) 5,70 (2,04-21,20)

PDGF-AB (пг/мл)
pg/ml 97,5 (76,8-123,0) 1310 (1240-1310)* 1270 (1220-1400)*

VEGF (пг/мл)
pg/ml 128,5 (113,0-275,5) 139,0 (117,5-384,5) 129 (121-133)

FGF basal (пг/мл)
pg/ml 73 (70-75) 72,5 (70,5-149,0) 73,5 (72,5-90,0)

Epo (мМЕ/мл)
mIU/ml 446,10 (192,00-755,85) 844,8 (841,5-849,1)* 705,6 (265,6-836,8)**

IGF-1 (нг/мл)
ng/ml 0,18 (0,15-0,21) 0,24 (0,18-0,28) 0,22 (0,16-0,25)

CXCL-12/SDF-1α (пг/мл)
pg/ml 10320 (1000-10320) 10580 (10320-21820) 10860 (10560-11500)*

MMP-9 (нг/мл)
ng/ml 17 (12-21) 14,5 (12,5-24,5) 11,5 (11,0-12,0)

TIMP-1 (нг/мл)
ng/ml 43 (36-52) 52,5 (43,0-84,5) 48,5 (39,0-51,0)

NO (µМ/мл)
µМ/ml 1,1 (1,0-1,2) 1,05 (0,95-1,20) 1,0 (0,5-1,2)

Примечание. * p – статистическая значимость различия со спонтанной продукцией (p < 0,05), ** p – статистическая 
значимость различия с продукцией, стимулированной эритропоэтином.

Note. * p, significance of differences with basal production (p < 0.05), ** p, significances with erythropoietin stimulated production 
(p < 0.05).
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ции КМ-МНК после кратковременной стиму-
ляции эритропоэтином TNFα и IL-6 выявлены 
разнонаправленные взаимосвязи (r = -0,633611, 
p < 0,05 и r = 0,523682, p < 0,05 соответственно), 
что может указывать на вклад клеток данного 
фенотипа в продукцию этих цитокинов. Коли-
чество клеток с фенотипом CD34+/CD45+/EpoR+ 
после кратковременной инкубации с эритропо-
этином находилось в обратной и сильной связи 
с уровнями продукции TNFα, TGF-β1 и MMP- 9 
(r = -0,733333, p < 0,05; r = -0,61863, p < 0,05 
и r = -0,92582, p < 0,05 соответственно), что также 
указывает на существенный вклад данного фено-
типа костномозговых стволовых клеток в спектр 
продукции биологически активных молекул. В то 
же время количество клеток с фенотипом CD34+/
CD45-/EpoR+ после кратковременной инкуба-
ции с эритропоэтином находилось в прямой 
и сильной взаимосвязи с уровнями продукции 
IL-1β и Epo (r = 0,723408, p < 0,05 и r = 0,487593, 
p < 0,05 соответственно), что отражает роль этого 
фенотипа клеток во вкладе в спектр продуцируе-
мых КМ-МНК биологически активных молекул.

Уровни продукции NO взаимосвязаны с уров-
нями продукции IL-1β и Epo (r = 0,728895, 
p < 0,05 и r = 0,738177, p < 0,05 соответственно), 
уровни продукции TNFα сопряжены с уровнями 
продукции Epo (r = 0,738095, p < 0,05), уровни 
продукции IL-6 взаимосвязаны с уровнями про-
дукции IL-8 (r = 0,753145, p < 0,05), а уровни про-
дукции IL-10 сопряжены с уровнями продукции 
TGF-β1 (r = 0,8, p < 0,05) КМ-МНК при длитель-
ной стимуляции эритропоэтином. В то же время 
уровни продукции IL-1β взаимосвязаны с уров-
нями продукции IL-6 (r = 0,809524, p < 0,05), 
уровни продукции IL-6 – с уровнями продукции 
IL-10 (r = 0,711303, p < 0,05), уровни продукции 
IL-8 – с уровнями продукции IGF-1 (r = 0,80387, 
p < 0,05), а уровни продукции IL- 10 сопряжены 
с уровнями продукции Epo и NO (r = 0,574966, 
p < 0,05 и r = 0,665943, p < 0,05 соответствен-
но), что отражает наличие сложной сети взаи-
мовлияний (сдерживание и/или стимуляция) 
между биологически активными молекулами, 
продуцируемыми костномозговыми стволовыми  
клетками.

Обсуждение
Регенеративная медицина ишемических за-

болеваний на основе стволовых клеток рас-
сматривается как новый метод восстановления 
ишемизированных тканей и стимулирования 
неоангиогенеза. Эритропоэтин способствует вы-
живаемости, пролиферации и дифференциров-
ке эритроидных прогениторов. Рецептор к эри-
тропоэтину – это 95 кДа пептид, выявленный 
не только на эритроидных, но и на эндотелиаль-

ных клетках, мононуклеарах периферической 
крови. Известны антиишемические эффекты 
эритропоэтина, но механизмы этого действия из-
учены недостаточно. Показано, что эритропоэ-
тин увеличивает пролиферацию эндотелиоцитов 
и нео ангиогенез, запускает пролиферацию, диф-
ференцировку и адгезию прогениторных клеток 
и проявляет антиапоптотическое влияние [5, 12].

Выявленное нами увеличение количе-
ства гемопоэтических клеток с фенотипом 
CD34+/ CD45+, экспрессирующих рецептор 
к эритропоэтину, не противоречит литератур-
ным данным. Так, авторы показали, что среди 
мобилизованных в периферическое русло кост-
номозговых стволовых клеток, введением грану-
лоцитарного колониестимулирующего фактора, 
у здоровых доноров до 40% клеток несли рецеп-
тор к эритропоэтину [10]. В нашем исследова-
нии мы целенаправленно исследовали уровни 
экспрессии рецептора к эритропоэтину среди 
предшественников гемопоэза (CD34+/CD45+) 
и среди предшественников эндотелиальных про-
гениторных клеток (CD34+/CD45-), что суще-
ственно уменьшало количество клеток в общем 
пуле КМ-МНК, экспрессирующих рецептор 
к эритропоэтину, но выявленное нами увеличе-
ние гемопоэтических стволовых клеток, несущих 
рецептор к эритропоэтину, укладывается в ре-
зультаты других исследований и не противоре-
чит им. В отношении выявленного уменьшения 
количества клеток с фенотипом CD34+/CD45-, 
экспрессирующих рецептор к эритропоэтину, в 
доступной нам литературе такого рода исследо-
ваний не выявлено, но показано, что эритропо-
этин способствует мобилизации эндотелиальных 
клеток в очаг ишемии [6]. В работе авторов на эн-
дотелиальной линии из вен пуповины (HUVEC) 
было показано, что связывание эритропоэтина 
с рецептором к эритропоэтину зависит от време-
ни экспозиции и достигает пика через 4 часа, при 
этом необходимо помнить об интернализации 
комплекса эритропоэтин/рецептор к эритропо-
этину, что может привести к уменьшению коли-
чества рецепторов к эритропоэтину на мембране 
клеток [1].

Известно, что эритропоэтин влияет на клет-
ки с образованием гетеродимерного комплекса 
с β-общей цепью (CD131), трансмембранным 
гликопротеином суперсемейства иммуноглобу-
линов с молекулярной массой 120-140 кДа, что 
обеспечивает цитопротекторный эффект [2]. 
Кроме этого, авторы показали, что на эндотели-
альных клетках из пуповинной крови после ин-
кубации с эритропоэтином увеличивается экс-
прессия рецептора к эритропоэтину и CD131, 
что отражает их возможную ковалентную связь. 
В нашем исследовании мы не выявили суще-
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ственного влияния кратковременной экспози-
ции КМ-МНК с эритропоэтином на количество 
клеток, экспрессирующих CD131 и рецептор 
к эритропоэтину. Возможно, что это следствие 
недостаточной длительности инкубации клеток 
с эритропоэтином и оценки экспрессии этих 
поверхностных молекул в общем пуле клеток, 
а не на отдельном типе стволовых клеток. Эри-
тропоэтин – основной регулятор эритропоэза, 
но имеет и негемопоэтический эффект. У имаго 
вовлечен в физиологический и патологический 
ангиогенез, врожденный ответ организма на по-
вреждение тканей, особенно на ишемию. На мо-
лекулярном уровне цитопротекторный эффект 
эритропоэтина опосредован ассоциацией рецеп-
тора к эритропоэтину с CD131, что подтвержде-
но на knockout по CD131 мышах, не способных 
к развитию цитопротекторного эффекта в ответ 
на эритропоэтин [2].

Способность эритропоэтина влиять на про-
дукцию клетками биологически активных 

веществ подтверждена и в исследовании ав-
торов [10]. В ответ на эритропоэтин мобили-
зованные из костного мозга гранулоцитарным 
колониестимулирующим фактором стволовые 
клетки отвечали увеличением экспрессии (IL-8, 
IL-10, FGF basal, PDGF, MMP-9 и интегринов) 
опосредованно через активацию JAK2 и Akt сиг-
нальных путей.

Заключение
Наличие взаимосвязей между количеством 

стволовых клеток в общем пуле КМ-МНК, 
экспрессирующих рецептор к эритропоэтину, 
с уровнями продукции клетками биологиче-
ски активных веществ может отражать их вклад 
в стимуляцию или же снижение этой продукции 
в ответ на кратковременное (60 минут) или дли-
тельное (72 часа) воздействие эритропоэтина 
на КМ-МНК у больных с ишемической болез-
нью сердца.
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