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ИССЛЕДОВАНИЕ ПРОЛИФЕРАТИВНОЙ 
АКТИВНОСТИ МОНОНУКЛЕАРНЫХ 
КЛЕТОК КРОВИ БОЛЬНЫХ 
РАССЕЯННЫМ СКЛЕРОЗОМ 
ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ПЕПТИДА 
РЕГИОНА ENVELOPE ЭНДОГЕННОГО 
РЕТРОВИРУСА HERV-E λ4-1
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Резюме. С целью выявления иммуномодулирующих свойств синтетического олигопептида, гомо-
логичного аминокислотной последовательности высококонсервативного региона протеина envelope 
эндогенного ретровируса человека HERV-Eλ4-1 было проведено сравнительное исследование про-
лиферативной активности мононуклеарных клеток крови здоровых лиц и больных рассеянным скле-
розом при воздействии данного олигопептида в культуре. Установлено, что исследуемый олигопептид 
стимулирует спонтанную и индуцированную митогенами пролиферацию мононуклеарных клеток 
крови как у доноров, так и у больных рассеянным склерозом. Выраженность стимулирующего воз-
действия олигопептида зависит от его концентрации в культуре и исходного уровня спонтанной про-
лиферации иммунокомпетентных клеток крови. Следовательно, олигопептид региона envelope эн-
догенного ретровируса HERV-Eλ4-1 повышает функциональную активность иммунокомпетентных 
клеток крови, что свидетельствует о наличии у него иммуностимулирующих свойств. Митогенная 
активность олигопептида региона envelope эндогенного ретровируса человека HERV-Eλ4-1 в отноше-
нии иммунокомпетентных клеток крови больных рассеянным склерозом, возможно, является одним 
из механизмов участия данного ретровируса в патогенезе заболевания.
Ключевые слова: эндогенные ретровирусы, олигопептид, мононуклеарные клетки крови, митогенный эффект, рассеянный 
склероз
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Abstract. A comparative in vitro study of blood mononuclear cells from multiple sclerosis patients and 
healthy donors was performed, in order to evaluate proliferative response to a retroviral antigen, aiming to 
determine immunomodulatory properties of synthetic oligopeptide homologous to a highly conserved human 
endogenous retrovirus HERV-Eλ4-1 envelope protein. It was revealed that this oligopeptide is able to stimulate 
the in vitro spontaneous and mitogen-induced proliferation of blood mononuclear cells from either donor and 
multiple sclerosis patients. Intensity of this oligopeptide-induced stimulatory effect depends on the protein 
concentration, and on initial level of blood immunocompetent cells proliferation. Hence, the endogenous 
retrovirus HERV-Eλ4-1 envelope region protein is able to increase functional activity of immunocompetent cells 
from human blood, that suggesting its immunostimulatory properties. It is possible that the mitogenic effects 
of this protein upon immunocompetent cells of multiple sclerosis patients represent a potential mechanism of 
retroviral involvement into pathogenesis of the disorder. (Med. Immunol., 2014, vol. 16, N 3, pp 247-256)
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Введение
Ретровирусы представляют собой многочис-

ленное семейство вирусов человека, животных 
и растений, вызывающих широкий диапазон 
различных заболеваний [30]. В геноме человека 
ретровирусы представлены двумя различными 
формами: постоянно присутствующими генети-
ческими элементами хромосомной ДНК – эн-
догенными ретровирусами (ЭР), а также ин-
фекционными горизонтально наследуемыми 
РНК – содержащими экзогенными ретровируса-
ми, которые передаются от человека к человеку. 
ЭР являются разновидностью мобильных эле-
ментов генома и представляют собой интегри-
рованную в виде провируса форму экзогенных 
ретровирусов [8, 17, 29]. Некоторые из них ре-
пликационно-компетентны, способны форми-
ровать структуру вириона, покидать клетку и ин-
фицировать другие клетки [22]. Предполагается, 
что ЭР выполняют важные функции в физиоло-
гических процессах, хотя их роль при патологи-
ческих состояниях остается дискуссионной [16, 
19]. Некоторые из ЭР ассоциированы с онколо-
гическими, аутоиммунными, нейродегенератив-
ными заболеваниями человека [9, 23, 25]. 

Известно, что при рассеянном склерозе (РС), 
хроническом аутоиммунном заболевании цен-
тральной нервной системы, в основе которого ле-
жит иммуноопосредованная деструкция миелина 
с последующей мультифокальной демиелини-
зацией нервных волокон и моторными, сенсор-
ными и когнитивными нарушениями, у больных 
происходит повышение экспрессии некоторых 
ЭР в головном мозге и мононуклеарных клетках 
крови [12, 14, 27]. 

 Согласно данным литературы [20, 24], а также 
полученным нами ранее данным, ЭР человека I 
класса HERV-Eλ4-1 ассоциирован с рядом ауто-
иммунных заболеваний – системной красной 
волчанкой, рассеянным склерозом, ревматоид-
ным артритом, причем частота и уровень его экс-
прессии в мононуклеарных клетках крови (МНК) 
больных коррелирует с активностью заболевания 
[3, 4, 27]. 

Данный ЭР репликационно компетентен, 
способен к продукции белков, его аминокислот-
ная последовательность (8,8 кб) содержит откры-
тые рамки считывания в регионах gag и env. Анти-
тела к HERV-Eλ4-1 в сыворотке крови здоровых 
индивидуумов не обнаруживаются [20, 31]. Влия-
ние различных факторов внешней среды, в част-
ности суперинфекции, изменения в эпигенети-
ческом статусе генома, вызывают экспрессию ЭР 
и, в ряде случаев, синтез вирусных белков, ряд 

из которых обладает иммунотропными свойства-
ми [10, 28]. 

Целью настоящей работы было выявление 
иммуномодулирующих свойств синтетического 
олигопептида, гомологичного аминокислотной 
последовательности высококонсервативного ре-
гиона протеина evnelope эндогенного ретровируса 
человека HERV-Eλ4-1 (CKSλ4-1) у больных рас-
сеянным склерозом.

Задачи исследования:
1. Исследовать влияние CKSλ4-1 на спонтан-

ную и митоген-индуцированную пролиферацию 
МНК доноров и больных РС.

2. Определить наличие зависимости уровня 
пролиферации МНК от концентрации CKSλ4-1 
в культуре.

Материалы и методы
Доноры и больные РС
В исследование были включены 16 больных РС 

из числа пациентов клиники ФГБУ «НИИКЭЛ» 
СО РАМН, с установленным диагнозом РС, не-
прерывно прогрессирующим течением заболева-
ния, 3 степени тяжести, с длительностью заболе-
вания от 3 до 18 лет. Периферическая венозная 
кровь 14 условно здоровых лиц из числа штат-
ных доноров была предоставлена Новосибир-
ским центром крови. Доноры крови и больные 
РС были однородны по показателям пола и воз-
раста.

Эксперименты проводили с соблюдением 
«Этических принципов проведения научных ме-
дицинских исследований с участием человека», 
в соответствии с приказом Минздрава РФ № 266 
(Правила клинической практики в Российской 
Федерации) от 19.06.2003 г.

Тестируемые олигопептиды
17 – аминокислотный олигопептид CKSλ4-1  

(YQNRLALDYLLAAEGGV) [18], соответствую-
щий высококонсервативному региону трансмем-
бранного ретровирусного протеина ЭР человека 
HERV-Eλ4-1; 17 – аминокислотный контрольный 
олигопептид  c обратной последовательностью 
аминокислот. 

Среда для культивирования МНК
RPMI-1640 (ГНЦ вирусологии и биотехно-

логии «Вектор», п. Кольцово, Новосибирская 
область), содержащая 5% сыворотки крови че-
ловека АВ (IV) (Новосибирский центр крови), 
10 мМ Hepes (ICN Biomedicals Inc, Aurora,Ohio), 
4 × 10-5М 2-меркаптоэтанола (L.Oba Feinchemie, 
Fischamene), 2 Мм L-глутамина (ГНЦ вирусо-
логии и биотехнологии «Вектор», п. Кольцово, 
Новосибирская область), 40 мкг/мл гентамицина 
(ФГУП НПО «Вирион»). 
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Выделение и культивирование МНК
Венозную кровь с добавлением гепарина 

(20 ед/мл) центрифугировали на градиенте плот-
ности фиколла 1,078 г/см3 (Lymphocyte separation 
medium, MP Biomedicals, LLC, Eschwege, 
Germany) при 1500 оборотов/мин в течение 40 
мин. Клетки, собранные из интерфазы и пред-
ставленные преимущественно лимфоцитами, от-
мывали и осаждали центрифугированием. МНК 
культивировали в 96-луночных круглодонных 
планшетах в концентрации 1 × 106/мл при 37 °С в 
атмосфере, содержащей 5% СО2 и 95% влажности 
в течение 72 часов.

Оценка пролиферативной активности МНК
Для индукции поликлональной активации 

клеток использовали Т- и В-клеточные митогены 
в субоптимальных концентрациях, которые со-
ставили для ConA (Sigma) 2 мкг/мл, PWM (Sigma) 
10 мкг/мл. Растворы исследуемых олигопепти-
дов вносили в культуру клеток в конечных кон-
центрациях 10 мкг/мл, 50 мкг/мл, 100 мкг/ мл, 
в зависимости от условий эксперимента. Про-
лиферативную активность МНК определяли 
стандартным методом по включению радиоак-
тивной метки. Количественные показатели про-
лиферации представляли в абсолютных и отно-
сительных величинах, в виде индексов влияния 
(ИВ), рассчитанных как частное от деления по-
казателя индуцированной пролиферации на по-
казатель спонтанной пролиферации. 

Статистическую обработку данных прово-
дили с использованием методов описательной 
статистики, сравнительного анализа, при помо-
щи непараметрического Н-критерия Крускала–
Уоллиса для множественных независимых групп, 
U-критерия Манна–Уитни для двух независи-
мых групп, а также корреляционного анализа, 
при помощи коэффициента ранговой корреля-
ции Спирмена (Rs), с использованием коммер-
ческого пакета программ “Statistica 7.0” (StatSoft, 
USA). Результаты представляли в виде медианы 
и интервала между 1 и 3 квартилями (Ме (25%; 
75%). Различия считали статистически значимы-
ми при р < 0,05. 

Результаты
Исследование пролиферативной активности 

МНК доноров и больных РС
При изучении спонтанной и стимулирован-

ной митогенами пролиферации МНК было уста-
новлено, что группа доноров крови, независимо 
от половой принадлежности, неоднородна по ис-
ходному уровню спонтанной пролиферации. У 6 
доноров (42,8%) отмечался относительно более 
высокий уровень данного параметра, по сравне-
нию с группой из 8 (57,2%) доноров с более низ-

ким уровнем спонтанной пролиферации. МНК 
крови доноров как с высокой, так и низкой спон-
танной пролиферацией отвечали на воздействие 
ConА выраженной стимуляцией пролифератив-
ной активности клеток. Уровень стимулирован-
ной пролиферации МНК не зависел от их ис-
ходной пролиферативной активности (Rs = 0,24, 
p > 0,05). В то же время у доноров крови с высо-
ким уровнем спонтанной пролиферации был бо-
лее низкий ответ на стимуляцию PWM, по срав-
нению с группой доноров с низким исходным 
уровнем пролиферации, которые характеризо-
вались значительно более высоким пролифера-
тивным ответом на данный митоген (Rs = -0,48, 
p < 0,05) (табл. 1).

При исследовании влияния ретровирусно-
го олигопептида, по сравнению с контрольным, 
на спонтанную и митоген-индуцированную про-
лиферацию МНК крови доноров, было установ-
лено, что воздействие CKSλ4-1 приводит к повы-
шению уровня спонтанной пролиферации МНК, 
в зависимости от ее исходных значений. 

У доноров с исходно низкой пролиферативной 
активностью наблюдается более значительное 
повышение ее уровня под действием ретрови-
русного олигопептида, по сравнению с донорами 
с исходно высокой пролиферацией МНК, у кото-
рых воздействие CKSλ4-1 вызывает менее выра-
женную стимуляцию пролиферации (Rs = -0,71, 
p < 0,05). Больные РС по уровню спонтанной 
пролиферации не отличались от группы доноров, 
но характеризовались более низким пролифера-
тивным ответом на стимуляцию ConA и PWM.

Изучение влияния CKSλ4-1 на уровень проли-
ферации МНК доноров и больных РС

Было установлено, что CKSλ4-1 стимули-
рует индуцированную ConA пролиферативную 
активность МНК доноров как с высоким, так и 
с низким исходным уровнем спонтанной про-
лиферации, независимо от ее исходного уровня 
(Rs = 0,21, p > 0,05). Повышение пролифера-
тивной активности культур клеток, индуциро-
ванной PWM, при воздействии CKSλ4-1 проис-
ходит только у доноров крови с исходно низким 
уровнем спонтанной пролиферации. Параметры 
как спонтанной, так и митоген-индуцированной 
пролиферации МНК под действием контроль-
ного олигопептида не отличались от значений, 
полученных при культивировании МНК без до-
бавления олигопептидов. Пролиферативный от-
вет МНК больных РС под действием CKSλ4- 1 
характеризовался увеличением показателей 
как спонтанной, так и индуцированной митоге-
нами пролиферации, в то время как контроль-
ный олигопептид не изменял уровня пролифера-
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ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ ПРОЛИФЕРАЦИИ МОНОНУКЛЕАРНЫХ КЛЕТОК КРОВИ ДОНОРОВ И БОЛЬНЫХ 
РАССЕЯННЫМ СКЛЕРОЗОМ, Ме (25%; 75%)

Группы 
доноров 

крови

Спонтанная 
пролиферация

ConA-индуцированная 
пролиферация

PWM-индуцированная 
пролиферация

Абсолютная, 
имп/мин

Относительная, 
ИВ

Абсолютная, 
имп/мин

Относительная, 
ИВ

1 1328 (843; 2420) 14414,5 
(9111; 30522)* 10,8 (9,9; 12,6)

7117,5 
(6562,5; 
8009,5)*

5,4 (5,1; 5,6)

2 2321 (1522; 
3228)

38690,5 
(17656; 45636)* 16,6 (14,5; 17,2) 6873 

(5787; 7506)* 3,0 (2,7; 3,3)

3 663 (583; 990)**
11146 
(7292; 

14288)*,**
16,8 (15,1; 17,4) 8139 

(7489; 8538)*,** 12,3 (11,6; 13,8)

4 2421 (2125; 
3230)

14873 
(12923; 20657)* 6,1 (5,6; 7,2)** 6197 

(5887; 7345)* 2,6 (2,3; 2,9)**

Примечание. 1 – объединенная группа доноров, включенных в исследование, n = 14; 2 – доноры с исходно высоким 
уровнем спонтанной пролиферации, n = 6; 3 – доноры с исходно низким уровнем спонтанной пролиферации, n = 8; 
4 – больные РС, n = 16; * – статистическая значимость различий с показателем спонтанной пролиферации (p < 0,05, 
H-критерий Крускала–Уоллиса); ** – статистическая значимость различий между группами с низкой и высокой спонтанной 
пролиферацией, между группой доноров и больных (p < 0,05, U-критерий Манна–Уитни), ИВ – индекс влияния.

ции МНК больных РС, как нестимулированных, 
так и стимулированных митогенами (табл. 2).

Далее мы исследовали влияние различных 
концентраций CKSλ4-1 на показатели проли-
ферации МНК доноров. Полученные результаты 
представлены в таблице 3.

На основании полученных результатов было 
установлено, что стимуляция спонтанной про-
лиферативной активности МНК крови доно-
ров CKSλ4-1 носит дозозависимый характер 
(Rs = 0,61, p < 0,05). Костимулирующий эффект 
различных концентраций CKSλ4-1 в отношении 
пролиферации МНК, индуцированной ConА, 
также дозозависим (положительная частная кор-
реляция, Rs = 0,58. р < 0,05). Влияние CKSλ4- 1 
на пролиферативную активность МНК, инду-
цированную PWM, имеет выраженную прямую 
зависимость от дозы олигопептида в культу-
рах клеток доноров с исходно низким уровнем 
пролиферации (частная корреляция, Rs = 0,6, 
p < 0,05). 

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований установлено, что олигопептид реги-
она envelope ЭР HERV-Eλ4-1 стимулирует про-
лиферативную активность МНК крови человека. 
Данный эффект выявляется как на нестимулиро-
ванных, так и на активированных поликлональ-
ными Т- и В-клеточными активаторами клетках 
доноров и больных РС. Степень стимуляции про-
лиферативной активности МНК у доноров зави-

сит от концентрации CKSλ4-1 в культуре и ис-
ходного уровня их спонтанной пролиферации.

Обсуждение
Результатами современных исследований вы-

явлена ассоциация ЭР с целым рядом заболева-
ний человека, в частности РС [26]. В то же время 
механизмы участия ЭР в патогенезе РС остаются 
невыясненными. Одним из способов реализации 
биологических эффектов ЭР является выработка 
белков, обладающих иммуномодулирующими 
свойствами. Большинство экзогенных ретрови-
русов человека и эндогенных ретровирусов жи-
вотных обладают способностью подавлять им-
мунный ответ, продукцию IL-2, IL-12, TNFα, 
IFNγ, в основе которой лежат свойства транс-
мембранного протеина р15Е оболочки ретрови-
русов [11, 13, 15]. В то же время описан пептид 
ЭР человека MSRV, способный стимулировать 
иммунный ответ [21, 26]. 

Изучение иммунотропных свойств ЭР чело-
века и продуцируемых ими белков является акту-
альным для выяснения их роли в этиопатогенезе 
РС.

В данной работе мы исследовали иммуномо-
дулирующие свойства синтетического олигопеп-
тида региона envelope ЭР человека HERV-Eλ4-1, 
который, согласно принятой в настоящее время 
классификации, относится к I классу, субклассу 
HERV-E ЭР человека, имеющему высокую сте-
пень гомологии базовых последовательностей 
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нуклеотидов в регионах gag, pol и env с вирусом 
мышиной лейкемии Молони [15]. Учитывая вы-
явленную нами ранее ассоциацию экспрессии 
данного ретровируса с течением РС, нам пред-
ставлялось актуальным изучить возможные меха-
низмы участия данного ретровируса в патогенезе 
заболевания. 

Так как пролиферация иммунокомпетентных 
клеток лежит в основе практически любого про-
явления активности иммунной системы [5], а вы-
раженность пролиферативного ответа МНК в от-
вет на митогенное воздействие является одним 
из критериев определения их функциональной 
активности [7], мы исследовали данный пара-
метр у условно здоровых доноров и больных РС 
при воздействии CKSλ4-1 в культуре МНК. 

 Известно, что Т- и В-лимфоциты отвечают 
на воздействие митогенами индукцией митозов, 
поликлональной пролиферацией, трансформа-
цией в бластные формы с последующей диффе-
ренцировкой, причем синтез ДНК и индукция 
митозов в ответ на поликлональную активацию 
В-клеточными митогенами характерны в боль-
шей степени для незрелых В-лимфоцитов, тогда 
как более зрелые реагируют на митогенное воз-
действие преимущественно секрецией антител 
с широким спектром специфичностей [6]. Вы-
явленное нами повышение уровня спонтанной 
пролиферации МНК доноров и больных РС под 
действием CKSλ4-1 свидетельствует о его спо-
собности стимулировать функциональную ак-
тивность иммунокомпетентных клеток. Следует 
отметить, что CKSλ4-1 оказывает костимулиру-
ющее воздействие и на культуры клеток доно-
ров и больных РС, преактивированных субопти-
мальными дозами митогенов. Причем у доноров 
в культурах МНК, обогащенных Т-лимфоцитами 
в результате поликлональной активации ConА, 
костимулирующее действие CKSλ4-1 выявляет-
ся независимо от исходного пролиферативного 
статуса МНК, как и ответ на митогенное воз-

действие. Однако, костимулирующий эффект 
CKSλ4-1 в культурах клеток доноров, преактиви-
рованных PWM, вызывающим поликлональную 
активацию как Т-, так и В-лимфоцитов, выявля-
ется лишь на культурах с исходно низким уров-
нем пролиферации, которые обладают большей 
реактивностью в ответ и на стимуляцию мито-
геном. Данные различия, вероятно, могут быть 
обусловлены тем, что МНК крови доноров с ис-
ходно высокой пролиферативной активностью 
содержат преактивированные какими-либо фак-
торами внешней среды В-лимфоциты, пролифе-
рирующие, дифференцирующиеся и синтезиру-
ющие антитела. Принимая во внимание то, что 
зрелые В-лимфоциты отвечают на митогенную 
стимуляцию преимущественно синтезом поли-
специфичных антител, а не индукцией митозов, 
дальнейшая их активация митогеном и костиму-
ляция ретровирусным олигопептидом не будет 
приводить к значительному повышению проли-
ферации. 

Полученные нами данные согласуются с ре-
зультатами исследования [18] о повышении 
продукции IL-6 и IL-16 МНК при совместном 
культивировании их с синтетическим протеином 
ЭР HERV-Eλ4-1, а также полученными нами 
ранее данными об увеличении выраженности 
клеточного иммунного ответа у мышей на ти-
мусзависимый антиген под действием CKSλ4-1  
in vivo [1, 2]. 

Таким образом, на основании результатов на-
стоящего исследования, свидетельствующих 
о повышении спонтанной и митоген-индуци-
рованной пролиферации МНК крови челове-
ка под действием CKSλ4-1, можно заключить, 
что одним из механизмов участия ЭР человека  
HERV-Eλ4-1 в патогенезе РС является иммуно-
стимулирующее воздействие его олигопептида 
региона envelope, обладающего митогенными 
свойствами, по отношению к иммунокомпетент-
ным клеткам больных.

ТАБЛИЦА 3. ПРОЛИФЕРАТИВНАЯ АКТИВНОСТЬ МОНОНУКЛЕАРНЫХ КЛЕТОК КРОВИ ДОНОРОВ ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ 
РАЗЛИЧНЫХ КОНЦЕНТРАЦИЙ CKSλ4-1; ИВ [Ме (25%; 75%)]

Группы доноров 
крови

Концентрация CKSλ4-1
0 мкг/мл 10 мкг/мл 50 мкг/мл 100 мкг/мл

1 1,0 (1,0; 1,0) 1,41 (1,14; 1,93)* 1,47 (1,06; 2,25)* 1,99 (1,5; 2,64)*
2 1,0 (1,0; 1,0) 1,2 (1,1; 1,31)* 1,31 (1,1; 1,69)* 1,22 (1,1; 1,54)*
3 1,0 (1,0; 1,0) 1,02 (0,85; 1,03) 0,99 (0,71; 1,08) 1,05 (0,89; 1,13)
4 1,0 (1,0; 1,0) 1,13 (1,08; 1,17) 1,09 (1,07; 1,12) 1,3 (1,2; 1,5)*
5 1,0 (1,0; 1,0) 0,87 (0,85; 1,0) 0,87 (0,84; 1,1) 0,97 (0,95; 1,1)

Примечание. n = 11 в группах 1-3 (объединенная группа доноров); n = 3 в группах 4-5; 1 – Спонтанная пролиферация; 2 – 
ConA-индуцированная пролиферация; 3 – PWM-индуцированная пролиферация; 4 – PWM-индуцированная пролиферация, 
доноры с исходно низкой спонтанной пролиферацией; 5 – PWM-индуцированная пролиферация, доноры с исходно 
высокой спонтанной пролиферацией; статистическая значимость различий (Н-критерий Крускала–Уоллиса), * – p < 0,05, 
ИВ – индекс влияния.
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