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В большинстве случаев ВИЧ-1-инфекция передается женщинам во время вагинального полового акта, когда содер-
жащая вирус семенная жидкость попадает на слизистую оболочку шейки матки и влагалища. Семенная жидкость 
не только переносит ВИЧ-1, но и содержит большое количество биологических факторов, в частности цитокинов, 
которые могут влиять на передачу ВИЧ-1. Одним из наиболее распространенных цитокинов в семенной жидкости 
здоровых мужчин является интерлейкин-7 (ИЛ-7), концентрация которого значительно увеличена в семенной жид-
кости ВИЧ-1-инфицированных лиц. В данной работе мы исследовали потенциальную роль ИЛ-7 в передаче ВИЧ-1 
вагинальным путем в системе ex vivo цервиковагинальной ткани человека. Мы смоделировали ситуацию in vivo путем 
нанесения на цервиковагинальную ткань ВИЧ-1 в сочетании с ИЛ-7,  концентрации сравнимой с его концентрацией, 
в семенной жидкости ВИЧ-1-инфицированных лиц. Мы обнаружили, что ИЛ-7 в значительной степени усилил репли-
кацию вируса в цервиковагинальной ткани, инфицированной ex vivo. Кроме того, мы наблюдали усиление репликации 
ВИЧ-1 в эксплантатах лимфоидной ткани. Анализ Т-клеток, изолированных из инфицированных тканей, показал, что 
ИЛ-7 сокращает истощение популяции Т-клеток CD4+, предотвращая апоптоз, как свидетельствовало снижение 
количества клеток с экспрессией апоптотического маркера APO2.7 и усиление экспрессии антиапоптотического 
белка – B-клеточной лимфомы-2 (Bcl-2). Помимо этого, ИЛ-7 увеличивал фракцию делящихся CD4+ Т-клеток, о чем 
свидетельствовало окрашивание ядерного фактора Ki-67. Высокий уровень содержания ИЛ-7 в семенной жидкости 
in vivo может влиять на выживание исходного пула ВИЧ-1-инфицированных клеток в слизистой оболочке шейки 
матки и влагалища на начальных стадиях инфицирования и способствовать локальному размножению и распростра-
нению ВИЧ-инфекции.
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The majority of HIV-1 infections in women transmit  through vaginal intercourse, in which virus-containing semen is deposited on 
the cervico-vaginal mucosa. Semen is more than a mere carrier of HIV-1, since it contains many biological factors, in particular 
cytokines, that may affect HIV-1 transmission. The concentration of interleukin (IL)-7, one of the most prominent cytokines in 
semen of healthy individuals, is further increased in semen of HIV-1-infected men. Here, we investigated the potential role of 
IL-7 in HIV-1 vaginal transmission in an ex vivo system of human cervico-vaginal tissue. We simulated an in vivo situation by 
depositing HIV-1 on cervico-vaginal tissue in combination with IL-7 at concentrations comparable with those measured in semen 
of HIV-1-infected individuals. We found that IL-7 significantly enhanced virus replication in ex vivo infected cervico-vaginal 
tissue. Similarly, we observed an enhancement of HIV-1 replication in lymphoid tissue explants. Analysis of T cells isolated from 
infected tissues showed that IL-7 reduced CD4+ T cell depletion preventing apoptosis, as shown by the decrease in the number 
of cells expressing the apoptotic marker APO2.7 and the increase in the expression of the anti-apoptotic protein B-cell lymphoma 
(Bcl)-2. Also, IL-7 increased the fraction of cycling CD4+ T cells, as evidenced by staining for the nuclear factor Ki-67. High 
levels of seminal IL-7 in vivo may be relevant to the survival of the founder pool of HIV-1-infected cells in the cervico-vaginal 
mucosa at the initial stage of infection, promoting local expansion and dissemination of HIV infection.
key  words : HIV, lymphocytes, interleukins, tissues, infection

Введение
В большинстве случаев ВиЧ-1 передается от муж-

чины к женщине через семенную жидкость при ваги-
нальном половом акте [1]. Сперма при этом служит не 
только носителем ВиЧ-1, но и содержит большое ко-

личество биологических факторов, которые могут спо-
собствовать или препятствовать передаче ВиЧ-1 [2, 3]. 
Так, например, в семенной жидкости содержатся как 
различные амилоидогенные пептиды, которые усили-
вают ВиЧ-инфекцию и, вероятно, способствуют пере-
даче ВиЧ [4, 5], так и катионные полипептиды, угнета-
ющие ВиЧ-инфекцию [6]. кроме того, семенная жид-
кость богата разнообразными цитокинами [7], которые 
могут влиять на процесс передачи ВиЧ-1 [8–11].
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ранее мы и другие исследователи обнаружили, 
что в семенной плазме концентрация иЛ-7, одного 
из наиболее распространенных цитокинов в спер-
ме здоровых мужчин [7], может превышать его со-
держание в кровяной плазме более чем в сто раз. 
Более того, в ходе инфицирования ВиЧ-1 концен-
трация иЛ-7 в семенной плазме повышается по 
сравнению с его концентрацией у неинфицирован-
ных лиц [12, 13].

иЛ-7 играет главную роль в развитии и гомеоста-
зе Т-клеток [14], и в настоящее время производится 
клиническое испытание возможности применять его 
для лечения тяжелой лимфопении при лимфоабла-
тивной химио- и радиотерапии, а также при наличии 
ВиЧ-1-инфекции [15]. В частности, введение иЛ-7 
ВиЧ-1-инфицированным лицам, проходящим анти-
ретровирусное лечение, увеличило у них количество 
Т-клеток в их организмах [16, 17], хотя у некоторых 
пациентов наблюдался кратковременный всплеск ре-
пликации ВиЧ-1. В этих и других статьях [18, 19] 
внимание было сконцентрировано на воздействии 
иЛ-7 на ВиЧ-1-инфицированных лиц, в то время как 
о влиянии иЛ-7 на передачу ВиЧ-1 во время поло-
вого акта известно очень мало, несмотря на порази-
тельно высокий уровень иЛ-7 их в семенной плазме 
инфицированных мужчин.

В данной работе мы исследовали влияние иЛ-7 на 
инфицирование ВиЧ-1 цервиковагинальной и лим-
фоидной тканей человека ex vivo. Мы обнаружили, 
что иЛ-7 способствует передаче и распространению 
ВиЧ-1, предотвращая апоптоз и стимулируя проли-
ферацию CD4+ Т-клеток.

Результаты
Ниже мы описываем влияние рекомбинантного 

цитокина человека иЛ-7 на лимфоидную (гланды) и 
цервиковагинальную ткани человеческого организ-
ма, инфицированные ВиЧ-1 ex vivo. В частности, 
мы проанализировали в этих тканях а) репликацию 
ВиЧ-1 по выделению ВиЧ-1 в культуральную среду 
и по количеству ВиЧ-1-инфицированных Т-клеток 
CD4+, б) гибель  Т-клеток CD4+ путем оценки процес-
са по истощению популяции клеток и экспрессии в 
этих клетках апоптотического маркера aPo2.7 и ан-
тиапоптотического белка Bcl-2 и в) пролиферацию 
CD4+ Т-клеток по измерению экспрессии ядерного 
белка ki-67. Цервиковагинальные и лимфоидные 
ткани, инфицированные ВиЧ-1 ex vivo, культиви-
ровались при концентрации иЛ-7 в 5 или 25 нг/мл,  
что сравнимо с концентрацией иЛ-7 в семенной 
жидкости ВиЧ-1-инфицированных лиц [13].

Автореферат
В большинстве случаев передача ВиЧ-1 от муж-

чины к женщине происходит при вагинальном поло-
вом акте, в ходе которого вирус переносится в со-
ставе семенной жидкости. Для понимания базовых 
механизмов инфицирования ВиЧ-1 крайне важно 
выявить главные факторы инфекции ВиЧ-1 в поло-
вую систему женщин. Это необходимо для разработ-
ки новых стратегий профилактики и сдерживания 

ВиЧ-инфекции. Сперма ВиЧ-1-инфицированных 
лиц обладает высоким содержанием цитокина иЛ-7, 
который играет важную роль в жизненном цикле 
CD4+ Т-клеток, являющихся главной мишенью 
ВиЧ-1. В данном исследовании для изучения влия-
ния иЛ-7 на передачу и распространение ВиЧ-1 
мы использовали систему цервиковагинальных и 
лимфоидных тканей человека ex vivo. результаты 
исследования демонстрируют, что при концентра-
ции, сравнимой с содержанием в семенной жидко-
сти ВиЧ-1-инфицированных лиц, иЛ-7 усиливает 
репликацию ВиЧ-1, предотвращая гибель CD4+Т-
клеток и стимулируя их пролиферацию. Это позволя-
ет инфицированным клеткам дольше продуцировать 
вирус и увеличивает количество клеток, которые 
ВиЧ может заразить. Возможно концентрация иЛ-7 
в сперме ВиЧ-1-инфицированных мужчин являет-
ся главным определяющим фактором эффективной 
передачи ВиЧ-1 неинфицированной женщине через 
вагинальный половой акт.

1. ИЛ-7 усиливает репликацию лабораторных 
штаммов и первичных изолятов ВИЧ-1 в лимфоид- 
ных и цервиковагинальных тканях 

иЛ-7 усилил репликацию изолятов ВиЧ-1 в ин-
фицированных лимфоидных тканях ex vivo по срав-
нению с инфицированными контрольными тканями, 
не обработанных иЛ-7. Степень усиления зависела 
от дозы иЛ-7. рис. 1, а и 1, в демонстрируют уве-
личение репликации двух прототипных штаммов 
ВиЧ-1, ВиЧ-1Bal и ВиЧ-1laI.04, использующих соот-
ветственно CCr5 (вариант r5) и CxCr4 (вариант 
x4), то есть в тканях, обработанных иЛ-7 в дозах 
по 5 и 25 нг/мл. Графики с 1C по 1F демонстриру-
ют аналогичное увеличение в опытах с первичными 
изолятами ВиЧ-196uSSN20 (клад a, использует CCr5 и 
CxCr4), ВиЧ-197uSNg30 (клад C, использует CCr5), 
ВиЧ-196uSNg31 (клад C, использует CCr5 и CxCr4) 
и ВиЧ-1me1 (клад B, использует CCr5). Абсолютный 
совокупный показатель продукции ВиЧ-1 в кон-
трольных образцах различался по тканям от разных 
доноров и в среднем составил 12,7 ± 3,1 нг/мл для 
ВиЧ-1laI.04 и 7,3 ± 0,9 нг/мл для ВиЧ-1Bal. Для пер-
вичных изолятов продукция ВиЧ-1 составила в сред-
нем 25,0 ± 4,6 нг/мл, 3,9 ± 0,4 нг/мл, 0,4 ± 0,1 нг/мл  
и 3,1 ± 0,5 нг/мл соответственно для ВиЧ-196uSSN20, 
ВиЧ-197uSNg30, ВиЧ-196uSNg31 и ВиЧ-1me1.

В среднем иЛ-7 в концентрации 5 нг/мл увели-
чивал продукцию ВиЧ-1laI.04, в 2,8 ± 0,3 раза (n = 3,  
p < 0,01). Продукция ВиЧ-1Bal также выросла (в 1,7 
± 0,3 раза), однако не достигла уровня статистиче-
ской значимости (n = 3, p = 0,094) (см. рис. 1, ж). 
иЛ-7 в концентрации 5 нг/мл усиливал репликацию 
первичных изолятов в 1,7 ± 0,1, 1,4 ± 0,1 и 1,4 ± 0,1 
раза соответственно для ВиЧ-196uSSN20, ВиЧ-197uSNg30, 
и ВиЧ-1me1 (n = 7, p < 0,05). Увеличилась также и 
продукция ВиЧ-196uSNg31 (в 1,6 ± 0,4 раза), однако в 
этом случае не был достигнут уровень статистиче-
ской значимости (n = 7, p = 0,153) (рис. 1, ж). Ста-
тистически значимое увеличение репликации было 
отмечено для всех тестированных штаммов в тканях, 
обработанных иЛ-7 в концентрациях 25 нг/мл: для 
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рис. 1. иЛ-7 увеличивает продукцию ВиЧ-1 в эксплантатах лимфоидной ткани.
На эксплантаты донорской лимфоидной ткани помещали суспензии, т. е. ВиЧ-1laI.04 и ВиЧ-1Bal соответственно, или первичных изолятов ВиЧ-196uSSN20 
(клад a, r5/x4), ВиЧ-197uSNg30 (клад C, r5), ВиЧ-196uSNg31 (клад C, r5/x4) и ВиЧ-1me1 (клад B, r5). Эксплантаты культивировали в течение 9 или 12 дней 
в присутствии рекомбинантного цитокина человека иЛ-7 в концентрации 5 или 25 нг/мл или без цитокина. За репликацией ВиЧ-1 следили путем изме-
рения количества p24gag ВиЧ-1, накапливавшегося в культуральных средах за трехдневный период. На графиках представлена динамика выделения p24gag 
ВиЧ-1 в культуральные среды эксплантатов тканей, инокулированных ВиЧ-1laI.04 (а), ВиЧ-1Bal (б) и первичными изолятами (с в по г). Типичный резуль-
тат. каждая точка соответствует общему количеству вируса, выделенного в среду 27 эксплантатами за трехдневный период. На графике g представлены 
средние показатели роста общего количества p24gag ВиЧ-1, выделенного в культуральные среды эксплантатами тканей, инфицированными различными 
вариантами ВиЧ-1 и обработанными иЛ-7 в концентрации 5 нг/мл (n = 3–7) или 25 нг/мл (n = 7–13), в сравнении с эксплантатами инфицированными, но 
не подвергавшимися воздействию иЛ-7 (средние значения ± стандартная ошибка среднего значения).

ВиЧ-1laI.04 – в 10,8 ± 1,8 раза (n = 13, p < 0,001) и 
для ВиЧ-1Bal – в 4,4 ± 0,9 раза (n = 9, p < 0,001) (рис. 
1, ж), а для первичных изолятов увеличение соста-
вило 4,4 ± 0,6, 2,2 ± 0,3, 4,3 ± 0,5 и 2,7 ± 0,5 раза со-
ответственно для ВиЧ-196uSSN20, ВиЧ-197uSNg30, ВиЧ-
196uSNg31 и ВиЧ-1me1 (n = 7, p < 0,005) (рис. 1, ж).

кроме того, аналогичное усиление репликации 

ВиЧ-1 под действием иЛ-7 наблюдалось при сто-
кратном разведении инокулята вируса. В ходе этих 
экспериментов общая продукция ВиЧ-1laI.04 и ВиЧ-
1Bal в лимфоидных тканях, не подвергнутых воздей-
ствию, составила в среднем 4,1 ± 2,2 нг/мл и 2,7 ± 
1,3 нг/мл соответственно. В лимфоидных тканях, об-
работанных иЛ-7 в концентрации 25 нг/мл, реплика-
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ция ВиЧ-1 увеличилась в 10,6 ± 3,4 раза в случае с 
ВиЧ-1laI.04 (n = 6, p < 0,001) и в 4,2 ± 2,0 раза в слу-
чае с ВиЧ-1Bal (n = 6, p < 0,05). Аналогичный рост 
наблюдался, когда суспензия ВиЧ-1 была смешана 
с семенной жидкостью, десятикратно разведенной 
для снижения ее токсичности in vitro [20–22], а затем 
нанесена на эксплантаты лимфоидной ткани. иЛ-7 
в концентрации 25 нг/мл усилил репликацию ВиЧ-
1laI.04 и ВиЧ-1Bal в 7,4 ± 1,4 и 5,4 ± 1,2 раза соответ-
ственно (n = 3, p < 0,05).

С усилением репликации ВиЧ-1 согласует-
ся увеличение под действием иЛ-7 числа ВиЧ-1-
инфицированных CD4+ Т-клеток, что подтвердилось 
проточной цитометрией тканевых Т-клеток, окра-
шенных внутриклеточно на наличие p24gag ВиЧ-1 
(рис. 2, а, 2, б). В соответствии с проведенным ра-
нее исследованием [23], для анализа CD4+ Т-клеток 
мы подсчитывали количество CD8- Т-клеток, чтобы 
учесть Т-клетки, у которых уровень CD4 под дей-
ствием ВиЧ-1 упал. На 9-й день после инфициро-
вания дозы иЛ-7 по 25 нг/мл увеличили число ВиЧ-
1-инфицированных CD4+ Т-клеток (CD8- p24gag

+) в 
лимфоидных тканях, инфицированных ВиЧ-1laI.04 и 
ВиЧ-1Bal, в среднем в 4,1 ± 0,4 и 7,7 ± 1,8 раза соот-
ветственно (n = 8 и 6, p < 0,001) (см. рис. 2, б).

кроме того, иЛ-7 усилил репликацию ВиЧ-1Bal в 
цервиковагинальных тканях человеческого организ-
ма, которые заражаются r5 ВиЧ-1, а не x4 ВиЧ-1 
[24]. Такое усиление впервые было отмечено на 9-й 
день после инфицирования стало еще более очевид-
ным на 12-й день (рис. 3а). иЛ-7 в концентрации 
25 нг/мл увеличили продукцию ВиЧ-1Bal в среднем 
в 5,5 ± 1,4 раза (n = 5, p < 0,01). иЛ-7 увеличивал 
продукцию ВиЧ-1Bal в 2,1 ± 0,5 раза, однако такой 
прирост не достигал уровня статистической значи-
мости (n=5, p=0,129) (рис. 3, б). Усиление реплика-
ции ВиЧ-1 под действием иЛ-7 происходило даже 
в ткани, в которой показатель репликации ВиЧ-1Bal 
без иЛ-7 составлял не более 75 пг/мл.

как и в случае с лимфоидными тканями, иЛ-7 
увеличивал число ВиЧ-1-инфицированных CD4+ 
Т-клеток в цервиковагинальных тканях, инфициро-
ванных r5 ВиЧ-1Bal, что подтвердилось проточной 
цитометрией Т-клеток ткани, окрашенных внутри-
клеточно на наличие p24gag ВиЧ-1 (см. рис. 3, в). На 
9-й день после инфицирования иЛ-7 в концентрации 
25 нг/мл увеличивал число ВиЧ-1-инфицированных 
CD4+ Т-клеток (CD8- p24gag

+) в среднем в 3,0 ± 0,9 
раза (n = 5, p < 0,05).

В описанных выше экспериментах иЛ-7 присут-
ствовал в течение всего периода культивирования. 
Мы попытались выяснить, достаточно ли подвер-
гнуть ткань кратковременному воздействию иЛ-7, 
чтобы усилить репликацию ВиЧ-1. В лимфоидных 
тканях, подвергнутых воздействию иЛ-7 в концен-
трации по 25 нг/мл в течение одной ночи до инфици-
рования ВиЧ-1laI.04 и после этого культивированных 
без иЛ-7, репликация ВиЧ-1 в среднем усиливалась 
в 3,1 ± 0,6 раза (n = 4, p < 0,05) (рис. 4). В лимфоид-
ных тканях, подвергнутых предварительному воз-
действию иЛ-1 в течение одной ночи и после этого 

рис. 2. иЛ-7 увеличивает число ВиЧ-1-инфицированных 
CD4+ Т-клеток в эксплантатах лимфоидной ткани.
На рис. а представлены результаты инфекции на 9-й день для CD4+ 
Т-клеток, которые были изолированы из эксплантатов ВиЧ-1, подвергну-
тых или не подвергнутых иЛ-7 (25 нг/мл). (Типичный результат). количе-
ство ВиЧ-1-инфицированных CD4+ (CD8-p24gag

+) Т-клеток представлено 
в виде долей в процентах от числа клеток CD3+ CD8-. Верхняя вставка: 
ВиЧ-1laI.04, средняя вставка: ВиЧ-1Bal, нижняя вставка: неинфицированный 
контрольный образец. На рис. 1, б представлено среднее увеличение чис-
ла ВиЧ-1-инфицированных CD4+ Т-клеток, которые были изолированы из 
эксплантатов тканей, инфицированных ВиЧ-1laI.04 (n = 8) или ВиЧ-1Bal (n = 
6) и подвергнутых воздействию иЛ-7 (25 нг/мл), по сравнению со срезами 
инфицированных донорских тканей, не подвергнутых воздействию иЛ-7 
(средние значения ± стандартная ошибка среднего значения).
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культивированных в присутствии иЛ-7 в течение 3 
дней после инфицирования, репликация ВиЧ-1laI.04 
усилилась в 6,3 ± 1,4 раза (n = 4, p < 0,01) (рис. 4). 
Аналогичные эксперименты с ВиЧ-1Bal продемон-
стрировали усиление репликации вируса в 1,6 ± 0,2 
раза (n = 5, p < 0,05) при предварительном воздей-
ствии на ткани иЛ-7 и последующем их культиви-
ровании без него и усиление в 2,8 ± 0,8 раза (n = 5,  
p < 0,05) при предварительном воздействии на ткани 
иЛ-7 и последующем их культивировании в его при-
сутствии в течение 3-х дней после инфицирования 
(рис. 4).

ИЛ-7 предотвращает гибель и стимулирует 
пролиферацию CD4+ Т-клеток в ВИЧ-1-инфи-
цированных тканях

Мы проанализировали воздействие иЛ-7 на раз-
мер фракции тканевых CD4+ Т-клеток путем под-
счета этих клеток методом проточной цитометрии в 
ВиЧ-1-инфицированных лимфоидных тканях, под-
вергнутых воздействию иЛ-7, и в инфицированных 
донорских тканях, не подвергнутых такому воздей-
ствию [25, 26]. ВиЧ-1 сокращал популяцию CD4+ 
Т-клеток: в среднем через 9 дней после инфициро-
вания ВиЧ-1laI.04 уменьшал популяцию Т-клеток 
CD4+ на 48,0 ± 5,6% по сравнению с неинфициро-
ванными контрольными тканями тех же доноров.  
В донорских тканях, подвергнутых воздействию 
иЛ-7 в концентрации 25 нг/мл, потери CD4+ 

Т-клеток были в 3 раза меньше – ВиЧ-1laI.04 сокра-
тил их популяцию на 16,7 ± 7,4% (n = 7, p < 0,0001). 
Таким образом, в ВиЧ-1-инфицированных лимфо-
идных тканях, подвергнутых воздействию иЛ-7, 
фракция CD4+ Т-клеток оказалась больше, чем в 
тканях, культивированных без иЛ-7. Далее мы по-
пытались выяснить, была ли эта разница следстви-

рис. 3. иЛ-7 увеличивает продукцию и число ВиЧ-1-инфицированных CD4+ Т-клеток в эксплантатах цервиковагинальной 
ткани.
На срезы донорской цервиковагинальной ткани были помещены суспензии ВиЧ-1Bal, и ткани культивировали в течение 12 дней в отсутствие или в 
присутствии иЛ-7 в концентрациях по 5 или 25 нг/мл. На рис. 1, а представлена динамика выделения p24gag ВиЧ-1 в культуральные среды эксплан-
тов ткани с зараженных ВиЧ-1Bal. каждая точка обозначает общее выделение вируса из эксплантатов 24 тканей за трехдневный период. Типичный 
результат. На графике б изображен средний прирост общего количества p24gag ВиЧ-1, выделенного в культуральную среду эксплантатами ткани, 
инфицированными ВиЧ-1Bal и обработанными иЛ-7 в концентрации 5 или 25 нг/мл, по сравнению со срезами инфицированной донорской ткани без 
иЛ-7 (средние значения ± стандартная ошибка среднего значения, n = 5). На графике в представлены результаты соответствующими 9-му дню после 
инфицирования, CD4+ Т-клетки были изолированы из эксплантатов ВиЧ-1-инфицированной ткани, обработанными или не обработанными, иЛ-7 в 
концентрации 25 нг/мл. количество ВиЧ-1-инфицированных Т-клеток CD4+ (CD8- p24gag

+) выражено в процентах от числа клеток CD3+ CD8-.

рис. 4. Для усиления продукции ВиЧ-1 достаточно кратков-
ременного воздействия иЛ-7.
Эксплантаты лимфоидной ткани обрабатывали иЛ-7 в течение ночи 
перед инфицированием ВиЧ-1 или в течение 3-х дней после инфици-
рования, а затем культивировались без иЛ-7. На графиках представлен 
средний прирост общего количества p24gag ВиЧ-1, выделенного в куль-
туральные среды эксплантатов ткани, инфицированных ВиЧ-1laI.04 (n=4) 
или ВиЧ-1Bal (n=5) и обработанных иЛ-7 в концентрации по 25 нг/мл, 
в сравнении со срезами инфицированной донорской ткани, но не обра-
ботанных иЛ-7 (средние значения ± стандартная погрешность среднего 
значения).
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ем воздействия иЛ-7 на гибель Т-клеток CD4+ или 
же на их пролиферацию.

Чтобы оценить влияние иЛ-7 на апоптоз CD4+ 
Т-клеток мы сравнили экспрессию апоптотического 
маркера aPo2.7 и антиапоптотического белка Bcl-2 
в тканях инфицированных ВиЧ-1laI.04 или ВиЧ-
1Bal, подвергнутых или не подвергнутых воздей-
ствию иЛ-7. В лимфоидных тканях, обработанных 
иЛ-7 (25 нг/мл) на 6-й или 9-й день после зараже-
ния ВиЧ в среднем наблюдалось уменьшение фрак-
ций инфицированных CD4+ Т-клеток (CD8- p24gag

+) 
экспрессирующих aPo2.7, с 10,9 ± 1,0% до 5,8 ± 
0,6% и с 7,7 ± 1,1% до 5,0 ± 0,7% (от числа Т-клеток 
CD8- p24gag

+) соответственно (n = 8, p < 0,001) (рис. 
5, а). кроме того, уменьшение фракций ВиЧ-1-
инфицированных CD4+ Т-клеток экспрессирующих 
aPo2.7 было отмечено в тканях, инфицированных 
ВиЧ-1Bal, с 13,0 ± 1,3% до 8,8 ± 1,3% и с 5,7 ± 1,0% 
до 4,1 ± 1,1% от числа Т-клеток CD8- p24gag

+ на 6-й 
и 9-й дни после инфицирования соответственно  
(n = 6, p < 0,05) (рис. 5, б).

Со снижением экспрессии апоптотического марке-
ра aPo2.7 согласуется с повышением под действием 
иЛ-7 экспрессии антиапоптотического белка Bcl-2 в 
ВиЧ-1-инфицированных CD4+ Т-клетках. Посколь-
ку все зрелые Т-клетки экспрессируют Bcl-2 [27], 
мы сравнили уровни экспрессии этого белка, изме-
рив среднюю интенсивность флуоресценции (Сиф) 
(рис. 6, а). В инфицированных ВиЧ-1laI.04 лимфоид-
ных тканях иЛ-7 в концентрации 25 нг/мл повышал 
экспрессию Bcl-2 в ВиЧ-1-инфицированных CD4+ 
Т-клетках в среднем в 2,3 ± 0,1 и 2,4 ± 0,1 раза соот-
ветственно на 6-й и 9-й дни после инфицирования (n 
= 8, p < 0,0001) (см. рис. 6, б). В лимфоидных тканях, 
инфицированных ВиЧ-1Bal, иЛ-7 повышал экспрес-
сию Bcl-2 в ВиЧ-1-инфицированных CD4+ Т-клетках 
в 2,2 ± 0,2 и 2,6 ± 0,2 раза соответственно на 6-й и 9-й 
дни после инфицирования (n = 6, p < 0,001) (см. рис. 
6, б). Аналогичный эффект наблюдался в цервикова-

гинальных тканях, инфицированных 
ВиЧ-1Bal. На 9-й день после инфици-
рования иЛ-7 в концентрации 25 нг/
мл повышал экспрессию Bcl-2 в ВиЧ-
1-инфицированных CD4+ Т-клетках в 
среднем в 1,5 ± 0,1 раза по сравнению 
с донорскими инфицированными 
тканями, не подвергавшимися воз-
действию иЛ-7 (n = 4, p < 0,05) (см. 
рис. 6, в, г).

как в лимфоидных, так и в цер-
виковагинальных тканях анти-
апоптотическое воздействие иЛ-7 
распространялось не только на ВиЧ-
1-инфицированные, но и на неинфи-
цированные CD4+ Т-клетки. В ВиЧ-
1-инфицированных лимфоидных 
тканях, подвергнутых воздействию 
иЛ-7 (25 нг/мл), экспрессия Bcl-2 в 
неинфицированных Т-клетках CD4+ 
(CD8 p24gag

-) повышалась в среднем 
в 2,5 ± 0,2 и 2,7 ± 0,1 раза соответ-

ственно на 6-й и 9-й дни после инфицирования в 
случае с ВиЧ-1laI.04 (n = 8, p < 0,0001), а в случае с 
ВиЧ-1Bal – в 2,6 ± 0,1 и 3,0 ± 0,1 раза соответствен-
но на 6-й и 9-й дни после инфицирования (n = 6, p < 
0,0001). На 9-й день после инфицирования иЛ-7 в 
концентрации 25 нг/мл повышал экспрессию Bcl-2 
в CD4+ Т-клетках цервиковагинальных тканей, ин-
фицированных ВиЧ-1Bal, в среднем в 2,0 ± 0,3 раза 
(n = 4, p < 0,05) (см. рис. 6, в, г). Повышение экс-
прессии Bcl-2 сопровождалось снижением экспрес-
сии aPo2.7. В среднем в ВиЧ-1-инфицированных 
лимфоидных тканях, обработанных 25 нг/мл иЛ-7, 
фракция неинфицированных CD4+ Т-клеток экс-
прессирующих aPo2.7 уменьшилась с 10,8 ± 0,9% 
до 6,6 ± 0,6% и с 11,0 ± 1,2% до 8,3 ± 0,8% от числа 
CD8- p24gag

- Т-клеток соответственно на 6-й и 9-й 
дни после инфицирования в случае с ВиЧ-1laI.04  
(n = 8, p < 0,01), и с 8,0 ± 0,8% до 5,5 ± 0,7% и с 4,6 
± 0,8% до 3,6 ± 0,8%, а в случае с ВиЧ-1Bal – соот-
ветственно на 6-й и 9-й дни после инфицирования 
(n = 6, p < 0,05).

Чтобы выяснить, не было ли увеличение числа 
CD4+ Т-клеток в тканях, обработанных иЛ-7, так-
же связано с пролиферацией клеток, мы подсчита-
ли делящиеся клетки с помощью проточной цито-
метрии с использованием ядерного белка ki-67 в 
качестве маркера пролиферации. На 9-й день после 
инфицирования 25 нг/мл иЛ-7 увеличивал в ВиЧ-
1-инфицированных лимфоидных тканях фракцию 
ВиЧ-1-инфицированных CD4+ Т-клеток экспресси-
рующих ki-67 в среднем в 2,3 ± 0,6 раза, в случае с 
ВиЧ-1laI.04 (с 1,9 ± 0,3% до 4,0 ± 1,0% от числа CD8- 
p24gag

+ Т-клеток (n = 6, p < 0,05), а в случае с ВиЧ-1Bal 
– в 1,5 ± 0,2 раза (с 5,2 ± 0,8% до 7,8 ± 1,2% от чис-
ла CD8- p24gsg Т-клеток CD8- p24gag

+ (n = 6, p < 0,05)  
(рис. 7, а, б). кроме того, на 9-й день после инфици-
рования иЛ-7 увеличил в этих тканях фракцию не-
инфицированных CD4+ Т-клеток экспрессирующих 
ki-67 в среднем в 7,1 ± 1,2 раза, (с 0,7 ± 0,1% до 5,2 ± 

рис. 5. иЛ-7 сокращает апоптоз ВиЧ-1-инфицированных CD4+ Т-клеток.
На рисунках представлены средние размеры фракций ВиЧ-1-инфицированных CD4+ Т-клеток 
(CD8- p24gag

+) экспрессирующих апоптотический маркер aPo2.7. клетки были изолированы из 
эксплантатов донорской лимфоидной ткани, инфицированных ВиЧ-1laI.04 (n=8) (рис. 5, а) или 
ВиЧ-1Bal (n=5) (рис. 5, б) и обработанных или не обработанных иЛ-7 в концентрации по 25 нг/мл  
(средние значения ± стандартная погрешность среднего значения). количество ВиЧ-1-
инфицированных CD4+ Т-клеток экспрессирующих aPo2.7+ выражено долей в процентах от 
общего числа CD8- p24gag

+ Т-клеток.
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рис. 6. иЛ-7 активирует экспрессию Bcl-2.
На рис. 6, а представлены уровни экспрессии антиапоптотического белка Bcl-2 (на 9-й день после инфицирования) в ВиЧ-1-инфицированных CD4+ 
Т-клетках (CD8- p24gag

+), которые были изолированы из эксплантатов лимфоидной ткани, инфицированных ВиЧ-1laI.04 или ВиЧ-1Bal и обработанных 
иЛ-7 в концентрации 25 нг/мл (черная линия), в сравнении с эксплантами инфицированной ткани без иЛ-7 (красная линия). Типичный результат. ко-
личество Bcl-2 выражено в условных единицах средней интенсивности флюоресценции (Сиф). На рис. 6, б представлено среднее увеличение экспрес-
сии Bcl-2 в ВиЧ-1-инфицированных Т-клетках CD4+, которые были изолированы из эксплантатов лимфоидной ткани, инфицированных ВиЧ-1laI.04  
(n = 8) или ВиЧ-1Bal (n = 6) и обработанных иЛ-7 в концентрации по 25 нг/мл, в сравнении с эксплантатами, инфицированными, но не обработанными 
иЛ-7 (средние значения ± стандартная ошибка среднего значения). На рис. 6, в представлены уровни экспрессии Bcl-2 в ВиЧ-1-инфицированных (на 
9-й день после инфицирования) и неинфицированных CD4+ Т-клетках (CD8- p24gag

-), которые были изолированы из эксплантатов цервиковагинальной 
ткани, инфицированных ВиЧ-1Bal и обработанных иЛ-7 (черная линия), в сравнении со срезами ткани не обработанных без иЛ-7 (красная линия). 
Типичный результат. На рис. 6, г представлено среднее увеличение экспрессии Bcl-2 в ВиЧ-1-инфицированных и неинфицированных Т-клетках CD4+, 
которые были изолированы из эксплантатов цервиковагинальной ткани, инфицированных ВиЧ-1Bal и обработанных иЛ-7 в концентрации 25 нг/мл, в 
сравнении со срезами инфицированной донорской ткани не обработанными иЛ-7 (средние значения ± стандартная погрешность среднего значения, 
n = 5).

1,5% от числа Т-клеток CD8- p24gag
-) в случае с ВиЧ-

1laI.04 (n = 6, p < 0,0001), а в случае с ВиЧ-1Bal – в 
6,7 ± 1,2 раза (с 0,8 ± 0,1% до 5,9 ± 1,6% от числа 
Т-клеток CD8- p24gag

- (n = 6, p < 0,001)).

Обсуждение
Передача ВиЧ-1 от мужчины к женщине во вре-

мя вагинального полового акта представляет собой 
сложный процесс, исход которого зависит от способ-
ности ВиЧ-1 инфицировать клетки-мишени в сли-
зистой оболочке нижних половых путей женщины. 
иммунная среда слизистой оболочки женских поло-
вых органов играет крайне важную роль на ранних 
стадиях передачи ВиЧ-1 [28], а сперма активно на 
эту среду воздействует [2, 3]. В частности, семенная 
жидкость содержит множество цитокинов, и мы в 
числе других исследователей обнаружили, что ин-
фицирование ВиЧ приводит к большим изменениям 

в системе цитокинов семенной жидкости [12, 13]. 
Хотя сперма ВиЧ-1-инфицированных лиц характе-
ризуется большим содержанием иЛ-7 [12,13], о ро-
ли этого цитокина в передаче ВиЧ половым путем 
известно немного.

иЛ-7 является представителем семейства цито-
кинов с гамма-цепью, в которое входят иЛ-2, иЛ-4, 
иЛ-5 и иЛ-21 [29]. иЛ-7 играет ключевую роль в 
модуляции развития Т-клеток, а также гомеоста-
за наивных Т-лейкоцитов периферической крови и 
Т-клеток памяти [14, 30, 31]. Считается, что основ-
ным источником иЛ-7 в семенной жидкости слу-
жит предстательная железа, в которой иЛ-7 играет 
важную роль по обеспечению функционирования 
Т-клеток [32]. В настоящем исследовании мы моде-
лировали ситуацию in vivo помещая ВиЧ-1 в соче-
тании с иЛ-7, на цервиковагинальную ткань. кон-
центрация иЛ-7 была сравнима с его концентраци-
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раздел «Материалы и методы») не было вообще 
обнаружено вирусной репликации. Также мы на-
блюдали под действием иЛ-7 усиление репликации 
ВиЧ-1 в лимфоидной ткани, инфицированной как 
r5 так и x4 вариантами ВиЧ-1, (лимфоидная ткань, 
в отличие от цервиковагинальной ex vivo, под-
держивает репликацию обоих фенотипов ВиЧ-1). 
Такое усиление обнаруживается на 6-й день по-
сле инфицирования и, по-видимому, не зависит от 
абсолютного уровня репликации вируса. Действи-
тельно усиление репликации вируса наблюдалось 
в тканях, инфицированных стократно разведенной 
вирусной суспензией. Усиление репликации ВиЧ-1 
наблюдалось не только на лабораторных штаммах 
этого вируса, но также на первичных изолятах. Бо-
лее того, усиление репликации было отмечено у 
изолятов ВиЧ-1 всех трех протестированных клад. 
В число этих изолятов входили CCr5-тропные (r5) 
и CxCr4/CCr5-тропные (x4/r5) варианты ВиЧ-1. 
Считается, что вирусы первого тропизма преиму-
щественно передаются и преобладают на ранних 
стадиях развития инфекции, в то время как вирусы 
последнего тропизма характерны для более позд-
них стадий заболевания ВиЧ-1 [35, 36]. Таким об-
разом, представляется, что иЛ-7 является фактором 
усиления репликации различных вариантов ВиЧ-1 
на разных уровнях и в различных тканях человече-
ского организма.

В целом результаты нашего исследования согла-
суются с предыдущими сообщениями об усилении 
под действием иЛ-7 репликации ВиЧ-1 в стимули-
рованных in vitro первичных зрелых тимоцитах [27] 

ей, в семенной жидкости ВиЧ-1-инфицированных 
лиц [13]. Было доказано, что линии  эпителиальных 
клеток, из шейки матки, выделяют иЛ-7, в то время 
как линии эпителиальных клеток влагалища и пер-
вичных вагинальных эпителиальных клеток иЛ-7 не 
продуцируют [33]. В течение 12 дней культивиро-
вания мы не выявили иЛ-7 в культуральных средах 
эксплантатов цервиковагинальной ткани, что позво-
лило нам исследовать роль этого цитокина в пере-
даче ВиЧ-1 in vivo.

В своем исследовании мы также использова-
ли лимфоидную (миндалины) ткань ex vivo для 
изучения распространения вируса и вызванного 
ВиЧ-1 истощения популяции CD4+ Т-клеток. Было 
показано, что ретикулярные стромальные клетки, 
выделенные из миндалин человека, продуцируют 
иЛ-7, отлагающийся на поверхности и влияющий 
на наивные Т-лимфоциты. однако отсутствуют 
данные о количестве иЛ-7, выделяемом изолиро-
ванными стромальными клетками in vitro. исполь-
зованные нами в экспериментах эксплантанты 
тонзиллярной ткани не секретировали заметного 
количества цитокина в культуральную среду, по-
этому можно предположить, что продуцируемый 
иЛ-7 либо остается на поверхности стромальных 
клеток, либо немедленно поглощается соседними 
Т-клетками.

Мы обнаружили, что иЛ-7 значительно усили-
вал репликацию ВиЧ-1Bal (вариант r5) в цервико-
вагинальных эксплантатах от всех исследованных 
доноров, включая один образец ткани, в котором 
без иЛ-7 в соответствии с нашими критериями (см. 

рис. 7. иЛ-7 увеличивает пролиферацию ВиЧ-1-инфицированных CD4+ Т-клеток.
На рис. 7, а представлены диаграммы для ВиЧ-1-инфицированных CD4+ Т-клеток (CD8- p24gag

+), (на 9-й день после инфицирования), которые были 
изолированы из эксплантатов доноров лимфоидной ткани, инфицированных ВиЧ-1laI.04 или ВиЧ-1Bal и обработанных или не обработанных иЛ-7 в 
концентрации 25 нг/мл. количество ВиЧ-1-инфицированных CD4+ ki-67+ Т-клеток выражено в процентах от общего числа CD8- p24gag

+ Т-клеток. На 
рис. 7, б представлены величина средних фракций ВиЧ-1-инфицированных CD4+ Т-клеток, экспрессирующих ki-67, которые изолированы из экс-
плантатов донорской лимфоидной ткани, инфицированных ВиЧ-1laI.04 или ВиЧ-1Bal и подвергнутых или не подвергнутых воздействию иЛ-7 в дозах 
по 25 нг/мл (средние значения ± стандартная ошибка среднего значения, n = 6).
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и мононуклеарных клетках, изолированных из пе-
риферической крови хронически инфицированных 
пациентов [37]. кроме того, в предыдущих исследо-
ваниях было установлено, что иЛ-7 делает покоя-
щиеся Т-клетки пермиссивными для ВиЧ-1 [38], а 
также может реактивировать латентный ВиЧ-1 в по-
коящихся CD4+ Т-клетках в изолированных из крови 
инфицированных лиц [39, 40].

Хотя степень активности ВиЧ-1 в наших экспе-
риментах была пропорциональна длительности воз-
действия иЛ-7, мы обнаружили, что для активизации 
ВиЧ-1-инфекции присутствие иЛ-7 в течение всего 
периода культивирования необязательно. Действи-
тельно, когда ткани подвергались воздействию иЛ-7 
только перед инфицированием ВиЧ-1, последующая 
репликация ВиЧ-1 также усиливалась.

Так же иЛ-7 усиливал репликацию ВиЧ-1, ког-
да наносился на эксплантаты в составе семенной 
жидкости человека. известно, что эякулированная, 
коагулированная, разжиженная, замороженная и 
размороженная, семенная жидкость, является ток-
сичной in vitro [20–22]. Поэтому для наших экспе-
риментов мы использовали лимфоидную ткань, в 
которой репликация ВиЧ-1 носит более выражен-
ный характер, чем в цервиковагинальной ткани. 
Хотя эксперименты по переносу ВиЧ-1 на эксплан-
таты цервиковагинальной ткани с помощью только 
что эякулированной семенной жидкости ВиЧ-1-
инфицированных мужчин дали бы более важные 
результаты, их проведение сопряжено с логисти-
ческими и этическими трудностями. Тем не менее, 
экстраполяция наших данных на процесс передачи 
ВиЧ-1 от мужчины к женщине in vivo позволяет 
предположить, что высокая концентрация иЛ-7 в 
семенной жидкости может повысить восприимчи-
вость слизистой оболочки нижних половых путей 
женщины к ВиЧ-1.

каковы механизмы воздействия иЛ-7 на инфек-
цию ВиЧ-1?

Наши данные свидетельствуют о том, что иЛ-7 
предотвращает истощение популяции тканевых 
CD4+ Т-клеток, подавляя их апоптоз. Данные об уча-
стии иЛ-7 в продлении жизни Т-клеток CD4+ [14] со-
гласуются с нашими наблюдениями об устойчивом 
повышении экспрессии антиапоптотического белка 
Bcl-2 в инфицированных и неинфицированных CD4+ 
Т-клетках. Другим доказательством подавления 
иЛ-7 апоптоза было сокращение количества CD4+ 
Т-клеток экспрессирующих апоптотический маркер 
aPo2.7. Таким образом, иЛ-7 не только продлева-
ет жизнь клеток, продуцирующих вирус, тем самым 
способствуя продолжительному выделению ВиЧ-1, 
но и предотвращает гибель неинфицированных CD4+ 
Т-клеток, обеспечивая ВиЧ-1 еще большим числом 
потенциальных целей.

ослабление апоптоза под действием иЛ-7, на-
блюдавшееся в тканях in vivo, в целом согласуется 
с подавлением спонтанного апоптоза в выделенных 
из крови ВиЧ-1-инфицированных лиц Т-клетках, 
обработанных in vitro иЛ-7 [41], а также с недавно 
полученными данными о результатах введения иЛ-7 

макакам резус, находившимся в острой фазе инфек-
ции вирусом иммунодефицита обезьян (Вио) в от-
сутствие антиретровирусной терапии [42]. В более 
позднем исследовании применение иЛ-7 привело к 
меньшему истощению популяции циркулирующих 
CD4+ Т-клеток и устойчивому повышению экспрес-
сии Bcl-2 в период репликации ВиЧ.

однако увеличение числа продуцирующих 
ВиЧ-1 клеток в тканях, подвергнутых воздействию 
иЛ-7, происходит не только из-за подавления апоп-
тоза, но и благодаря тому, что иЛ-7 стимулировал 
пролиферацию CD4+ Т-клеток, как инфицирован-
ных, так и не инфицированных, о чем свидетель-
ствуют наши данные по экспрессии ki-67. Процесс 
активизации пролиферации клеток под действи-
ем иЛ-7 был описан для культур изолированных 
клеток [17, 41, 43–45] и в настоящее время служит 
основой для клинических испытаний, целью кото-
рых является увеличение числа Т-клеток у ВиЧ-1-
инфицированных лиц [16, 17].

Нам представляется, что для объяснения на-
блюдавшейся активизации ВиЧ-1-инфекции под 
действием иЛ-7 достаточно двух описанных нами 
механизмов, а именно предотвращению апоптоза 
и стимулированию пролиферации CD4+ Т-клеток, 
в результате чего увеличивается число продуци-
рующих вирус клеток и увеличивается продолжи-
тельность их жизни, а следовательно и вирусной 
продукции. Влиянию иЛ-7 на инфицирование 
тканей ВиЧ-1 могут способствовать и другие ме-
ханизмы. В их число могут входить реакция CD4+ 
Т-клеток на ко-стимулирующие молекулы [37], 
прямое стимулирование транскрипции длинных 
концевых повторов ВиЧ-1 [40], повышение экс-
прессии ко-рецептора CxCr4 на CD4+ Т-клетках 
[45–47] и повышение заражаемости ВиЧ-1 у по-
коящихся Т-клеток [38].

Хотя система цервиковагинальной и лимфоидной 
тканей ex vivo адекватно моделирует основные аспек-
ты заражения ВиЧ-1 in vivo, включая размер пула 
ВиЧ-1-инфицированных Т-клеток CD4+, истощение 
популяции Т-клеток CD4+ под действием ВиЧ-1 и 
пр., она имеет свои ограничения. В частности, в тка-
нях ex vivo не происходит циркуляции и пополнения 
иммунных клеток, которое может играть важную 
роль в становлении ВиЧ-1-инфекции. Цервиковаги-
нальные эксплантаты не окружены эпителиальным 
слоем, и как иЛ-7, так и ВиЧ имеют непосредствен-
ный доступ к внутренним клеткам слизистой. (Впро-
чем предполагается, что in vivo ВиЧ-1 также имеет 
доступ к этим клеткам через повреждения эпители-
ального слоя слизистой оболочки женских половых 
органов). и, наконец, в нашей модели мы использо-
вали суспензии ВиЧ-1, в то время, как результаты 
некоторых исследований показывают, ВиЧ-1 может 
передаваться in vivo зараженными клетками [48].

Несмотря на то что мы показали, что иЛ-7 спо-
собствует переносу ВиЧ-1 на цервиковагиналь-
ную ткань и его распространению в лимфоидной 
ткани наши результаты не вступают в явное про-
тиворечие с благоприятным воздействием иЛ-7 на 
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ВиЧ-1-инфицированных лиц [19]. Действительно, 
согласно результатам исследования Леви и др., 
подкожное введение иЛ-7 приводит, в зависимо-
сти от дозы, к увеличению числа CD4+ Т-клеток у 
ВиЧ-1-инфицированных пациентов, проходящих 
антиретровирусное лечение, хотя временная низ-
кая вирусемия ВиЧ наблюдалась у 6 из 26 пациен-
тов [16]. Несмотря на этот положительный эффект, 
повышенное содержания иЛ-7 больных, у которых 
вирус выделяется в сперму, может увеличить веро-
ятность передачи ими ВиЧ-1 своим сексуальным 
партнерам.

В заключение следует отметить, что хотя данные 
о влиянии иЛ-7 на репликацию ВиЧ в изолирован-
ных клетках, а также воздействии иЛ-7 на лиц, уже 
инфицированных ВиЧ-1, были получены ранее, в 
нашем исследовании впервые изучена роль иЛ-7 в 
передаче ВиЧ-1 от мужчины к женщине. результаты 
этого исследования демонстрируют, что воздействие 
иЛ-7 на цервиковагинальные и лимфоидные ткани 
in vivo в концентрации, сравнимой с его концентра-
цией в семенной жидкости ВиЧ-1-инфицированных 
лиц, способствует передаче ВиЧ-1. Активизация 
продукции ВиЧ-1 под действием иЛ-7 связана с 
пролиферацией и подавлением апоптоза инфициро-
ванных Т-клеток CD4+ и появлении новых клеток-
мишеней ВиЧ-1. результаты этого воздействия мо-
гут иметь большое значение для передачи ВиЧ-1, 
поскольку в шейке матки, в отличие от лимфоидной 
ткани, содержится сравнительно малое количество 
CD4+ Т-клеток [24], главных мишеней ВиЧ-1 [28]. 
Поэтому увеличение числа и продление срока жизни 
ВиЧ-1-инфицированных и неинфицированных кле-
ток приводит к расширению исходного пула инфи-
цированных клеток, что повышает риск заражения 
ВиЧ-1.

иЛ-7, судя по всему, принадлежит к группе рас-
творимых факторов [4, 5], способствующих переда-
че ВиЧ-1. концентрация таких факторов в семенной 
жидкости ВиЧ-1-инфицированных мужчин может 
определять эффективность передачи ВиЧ-1 неинфи-
цированным партнерам во время вагинального поло-
вого акта.

Материалы и методы
Культура ткани ex vivo

Тонзиллярные ткани от стандартной тонзи-
лэктомии были получены в Детской больнице г. 
Вашингтон. Цервиковагинальные ткани были по-
лучены при стандартной гистерэктомии через си-
стему Национального обмена в помощь исследо-
ваниям заболеваний (NDrI, филадельфия, штат 
Пенсильвания). Все ткани представляли собой 
анонимные патологические образцы, полученные 
в соответствии с процедурой, утвержденной ин-
ституциональным наблюдательным советом.

Тонзиллярные ткани рассекались на срезы раз-
мером приблизительно 8 мм3 и помещались на геле 
из коллагеновой губки в культуральную среду на 
поверхности раздела жидкости и воздуха в план-
шете на 6 лунок (по 9 срезов на лунку, содержа-

щую 3 мл раствора rPmI1640 с добавлением 20% 
эмбриональной бычьей сыворотки (поставщик – 
компания gemini Bioproducts, Вест Сакраменто, 
штат калифорния). Для каждой эксперименталь-
ной точки использовалось от 18 до 27 срезов в за-
висимости от характера эксперимента. Срезы тка-
ни инфицировались нанесением на поверхность 
каждого среза 6,3 мкл вирусного материала, либо 
не разведенного, либо разведенного 1:100 в рас-
творе rPmI1640 [49]. В некоторых экспериментах 
инфицирование производилось нанесением вирус-
ного материала, соединенного 20% семенной жид-
костью (источник – американский филиал Евро-
пейского банка спермы, Сиэтл, штат Вашингтон) 
в соотношении 1:1.

Слизистый эпителий и подлежащая строма эк-
тоцервикса и эндоцервикса отделяли от мышечной 
ткани и рассекали на срезы размером приблизи-
тельно 8 мм3. Для каждой экспериментной точки 24 
цервикальных среза помещались в две конические 
пробирки емкостью 1,5 мл (по 12 срезов в пробир-
ку), каждая из которых содержала 0,5 мл вирусно-
го материала ВиЧ-1Bal. После 2-х часов инкубации 
при температуре 37ºС кусочки ткани осторожно 
промывали три раза с помощью 4 мл физиологиче-
ского раствора на фосфатном буфере и помещали на 
гель из коллагеновой губки в планшете на 12 лунок 
(по 8 срезов на лунку, содержащую 1 мл раствора 
rPmI1640 с добавлением 20% эмбриональной бы-
чьей сыворотки).

Срезы тонзиллярной и цервиковагинальной тка-
ней культивировали в течение 6, 9 и 12 дней (в за-
висимости от целей эксперимента) в присутствии 
рекомбинантного цитокина человека иЛ-7 (постав-
щик – компания Peprotech, рокки Хилл, штат Нью-
Джерси) в концентрации 5 или 25 нг/мл или без него; 
среду меняли каждые 3 дня.
Вирусы

Препараты вирусов ВиЧ-1Bal и ВиЧ-1laI.04 были 
получены из Вирусологической лаборатории кон-
троля качества Университета раш (Чикаго, штат 
иллинойс). Вирусный материал был получен из 
среды зараженных ВиЧ-1Bal, либо ВиЧ-1laI.04 куль-
тур мононуклеарных клеток периферической крови. 
Вирусы были изначально получены по Программе 
предоставления реагентов СПиД, учрежденной 
Национальными институтами Здоровья. концен-
трации p24gag ВиЧ-1 составляли 49 ± 3 нг/мл и 53 ± 
3 нг/мл для суспензий ВиЧ-1Bal и ВиЧ-1laI.04 соот-
ветственно.

Вирусные материалы клинических штаммов 
ВиЧ-1 были получены по Программе предостав-
ления реагентов СПиД Национальных институтов 
здравоохранения; для программы их предостави-
ли доктора Д. Элленбергер, П. Салливэн и р.Б. Лэл 
(ВиЧ-196uSSN20, ВиЧ-197uSNg30 и ВиЧ-196uSNg31) [50], а 
также доктор фальгуни Гупта (ВиЧ-1me1) [51]. кон-
центрации p24gag ВиЧ-1 составляли 182 ± 12 нг/мл, 
275 ± 23 нг/мл, 97 ± 6 нг/мл и 914 ± 49 нг/мл для 
ВиЧ-196uSSN20, ВиЧ-197uSNg30, ВиЧ-196uSNg31 и ВиЧ-
1me1 соответственно.
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Проточная цитометрия
Срезы тонзиллярной и цервиковагинальной тка-

ней обрабатывались в течение 30 и 45 минут либе-
разой с малой концентрацией диспазы (поставщик 
– компания roche, индианаполис, штат индиана) 
в конечной концентрации 8 мкг/мл в 1 мл раство-
ра rPmI1640, содержащем дезоксирибонуклеазу I  
(поставщик – roche) в конечной концентрации 
100 мкг/мл. Суспензии отдельных клеток промы-
вались в окрашивающем буфере, включающем в 
себя фосфатный физиологический раствор с до-
бавлением 2% нормальной мышиной сыворотки, 
поставщик – gemini Bioproducts). Для получения 
характеристик лимфоцитов суспензии клеток окра-
шивались моноклональными антителами против 
CD3 Qdot 655, анти-CD4 Qdot 605 и против CD8 
Pacific Blue (поставщик – компания Invitrogen, 
карлсбад, штат калифорния) в различных комби-
нациях. После поверхностного окрашивания кле-
точные мембраны пермеадилизировали с помощью 
раствора Fix & Perm (поставщик – Invitrogen), и 
клетки окрашивались моноклональными антите-
лами: против следующих антигенов: p24gag ВиЧ-1 
меченых флуоресцинизотиоцианатом (поставщик 
– компания Beckman Coulter, фуллертон, штат 
калифорния), Bcl-2 меченых фикоэритрином (по-
ставщик – компания BD Biosciences, Сан-Хосе, 
штат калифорния) и aPo2.7, меченых фикоэри-
трином Cy5 (поставщик – Beckman Coulter). Вслед 
за изменением проницаемости мембраны с помо-
щью набора FoxP3 Fix/Perm Buffer (поставщик 
– компания Biolegend, Сан-Диего, штат калифор-
ния) клетки окрашивались моноклональным анти-
телом против ki-67 меченными фикоэритрином 
(поставщик – BD Biosciences).

Данные регистрировались на проточном цито-
метре lSr II (поставщик – BD Biosciences) с ли-
ниями излучения лазера величиной 335, 405, 488, 
532 и 638 нм, использующим программное обеспе-
чение DIVa 6.1.2 (поставщик – BD Biosciences), и 
анализировали программой FlowJo, версия 9.4.10 
(поставщик – компания tree Star, Эшленд, штат 
орегон). Мы выявили и исключили из анализа 
мертвые клетки с использованием набора оборудо-
вания Blue Dead Cell Stain (поставщик – Invitrogen), 
и определили область лимфоцитов в соответствии 
с их светорассеивающими характеристиками. ко-
личественные показатели истощения популяции 
клеток были получены с использованием счет-
ных бусинок аппаратуры accuCheck (поставщик 
– Invitrogen) в соответствии с указаниями произ-
водителя.

Динамический иммунофлюоресцентный цито-
метрический анализ для определения количества 
p24gag ВИЧ-1

Мы произвели оценку продуктивности ВиЧ-1-
инфекции путем измерения количества антигена 
p24gag ВиЧ-1 в среде культур тонзиллярной и церви-
ковагинальной тканей, используя метод динамиче-
ского иммунофлюоресцентного цитометрического 

гранульного анализа. Анализ производился в со-
ответствии с описанием, приведенным в одной из 
предыдущих работ [52].

Статистический анализ
Для проведения статистического анализа мы 

использовали программное обеспечение graphPad 
Prism (версия 4.0с). Чтобы учесть вариабельность 
показателей между донорами, мы рассчитали соот-
ношения между следующими донорскими параме-
трами (отдельно при воздействии иЛ-7 и без него): 
значения концентрации p24gag ВиЧ-1 в культураль-
ных средах, число и процентная доля CD8- p24gag

+ 
Т-клеток, процентные доли aPo2.7+ Т-клеток, ki-
67+ Т-клеток и значения Сиф для Bcl-2. Для пока-
зателей истощения популяции Т-клеток CD4+ мы 
рассчитали разницу между процентными долями 
клеток CD3+ CD8- под воздействием иЛ-7 и без 
его воздействия. Значения соотношений и разни-
цы были сначала подвергнуты логарифмическому 
преобразованию для получения нормального рас-
пределения, проверенного по критерию нормаль-
ности Шапиро–Вилка, а для теста на ненулевое 
среднее значение использовались одновыборочные 
t-критерии. Все критерии были двусторонними, 
значение p < 0,05 соответствовало статистической 
значимости.

Номера доступа
В базе данных UniProtKB (адрес вебсайта: http://

www.uniprot.org/) белки, о которых шла речь в дан-
ной статье, имеют следующие номера доступа: 
BCL2_HUMAN (P10415), IL-7_HUMAN (P13232), 
KI67_HUMAN (P46013) и p24gag ВИЧ-1 (Q7ZBG8).
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