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Памяти Юрия ивановича Денисова-никольского

Юрий Иванович Денисов-Никольский, наряду с академиками В.В. Куприяновым, М.Р. Сапиным, А.П. Авцыным, при-
надлежал к блестящей плеяде отечественных ученых-морфологов второй половины XX века. Он по праву является 
гордостью отечественной и мировой науки, выдающимся советским и российским ученым, крупным организатором 
медицинской науки, посвятившим ей более 60 лет жизни.

Юрий Иванович Денисов-Никольский родился 15 мая 1932 года в Баку. Он — представитель того поколения, 
на плечи которого выпала нелёгкая судьба суровых испытаний военных и последующих лет, адаптация к сложным 
послевоенным условиям, становление и определение для себя будущей профессии в годы восстановления страны. 
Сделанный Юрием Ивановичем выбор стать военным врачом, посвятить себя медицине определил всю его даль-
нейшую жизнь. В 1956 году после окончания Военно-медицинской академии им. С.М. Кирова в Ленинграде, он про-
должил службу в рядах Советской Армии. С 1959 по 1963 годы Ю.И. Денисов-Никольский был адъюнктом кафед-
ры нормальной анатомии человека Военно-медицинской академии под руководством члена-корреспондента АМН 
СССР, генерала-майора медицинской службы Б.А. Долго-Сабурова. Однако последующая карьера военного врача 
не сложилась, наступило время хрущевских сокращений офицерского корпуса. Одному из авторов этих строк Юрий 
Иванович с некоторой досадой рассказывал, что ему пришлось оставить Alma mater и перебраться в Москву, где 
начался новый, серьезный и чрезвычайно насыщенный этап жизни и профессионального развития.

Ю.И. Денисов-Никольский прошел многие ступени должностной лестницы, работая ассистентом кафедры нор-
мальной анатомии Университета дружбы народов, ученым секретарем НИИ морфологии человека АМН СССР, заме-
стителем директора Научно-исследовательского и учебно-методического центра биомедицинских технологий ФГБНУ 
ВИЛАР, заместителем директора ФГБНУ ВИЛАР.

В 1963 году Ю.И. Денисов-Никольский защитил кандидатскую диссертацию («Состояние внутриорганного 
кровеносного русла тазовой конечности кролика при развитии коллатерального кровообращения»), а в 1986 — 
стал доктором медицинских наук («Морфологическая характеристика сохранности костей бальзамированных тел 
и определяющие ее факторы»).

Академик Ю.И. Денисов-Никольский создал мощную российскую школу остеологов и стал крупнейшим уче-
ным в этой области. Имея возможность работать с самой совершенной электронно-микроскопической техни-
кой, он с коллегами начал писать новую страницу остеологии — исследование ультраструктурных особенностей 
клеток и внеклеточного матрикса скелетных тканей. Юрий Иванович внёс значительный вклад в развитие мно-
гих теоретических и прикладных проблем современной морфологии костно-суставного аппарата, что позволило 
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создать научную базу для успешного развития нового научного направления — «Репродукция клеток, тканей 
и биопротезирование», которое он возглавлял в РАН. Научные труды, посвященные костной ткани, области, ко-
торую он сделал такой интересной, фактически продолжили дело крупнейших отечественных ученых патологоа-
натомов и гистологов — А.В. Русакова, Т.П. Виноградовой и др., которые не позволили пресечься отечественной 
остеологии на рубеже XX и XXI веков.

Вместе с многочисленными учениками он предложил оригинальные подходы к решению ряда актуальных проблем 
современной морфологии, биомеханики, биоимплантологии и биоматериаловедения. Эти исследования отличаются 
высоким научным и методическим уровнем, имеют приоритетный характер. Основные результаты его научных работ 
последних десятилетий обобщены в ряде монографий, одной из которых является «Актуальные проблемы теоретиче-
ской и клинической остеоартрологии» (2005), написанной в соавторстве с академиком РАН С.П. Мироновым, профес-
сорами Н.П. Омельяненко и И.В. Матвейчуком.

С начала 70-х Ю.И. Денисов-Никольский активно участвовал в разработке одной из прикладных проблем анато-
мии, связанной с бальзамированием тел умерших. Полученные в этом направлении новые данные успешно исполь-
зуются в настоящее время при проведении специальных работ как в России, так и за ее пределами, в том числе для 
поддержания состояния тела великого русского хирурга и анатома — Николая Ивановича Пирогова (Украина).

Признанием выдающегося вклада в развитие отечественной медицинской науки является присвоение 
Ю.И. Денисову-Никольскому звания профессора (1988), избрание его в последующие годы членом-корреспондентом 
(1991), действительным членом Российской академии медицинских наук (2000), Российской академии медико-тех-
нических наук (2001), Российской академии наук (2013).

Ю.И. Денисов-Никольский (крайний справа) в составе группы ученых-морфологов в Виннице (Украинская ССР)

Ю.И. Денисов-Никольский много сил отдавал научно-общественной работе, успех которой во многом был обуслов-
лен его ярким, многогранным талантом, незаурядными организаторскими способности. Он одним из первых поддер-
жал создание журнала «Клеточная трансплантология и тканевая инженерия» (сейчас — «Гены и клетки»), участво-
вал в работе его редколлегии; являлся членом редакционных советов журналов «Морфология», «Технологии живых 
систем», заместителем главного редактора издания НИЦ БМТ «Биомедицинские технологии», председателем про-
блемной комиссии «Репродукция клеток, тканей и биопротезирование» Научного совета по медицинской биотехно-
логии РАН. Широкий кругозор, эрудиция, высокий профессионализм, внимание к людям снискали Ю.И. Денисову-
Никольскому огромный авторитет и всеобщее признание среди морфологов как нашей страны, так и за рубежом. Это 
послужило основанием для избрания его Генеральным секретарем Международной Ассоциации морфологов и на-
граждения в 2006 году Юбилейной медалью ВРНОАГЭ «За большие заслуги в морфологии».

Благодаря целеустремленности, энергичности, требовательности Ю.И. Денисов-Никольский стал крупным органи-
затором современных научных разработок, оставил серьезное научное наследие. Он — автор многих изобретений, 
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им опубликовано свыше 400 научных работ. Свой богатый опыт Юрий Иванович щедро передавал молодым ученым, 
что позволило подготовить десятки высококлассных научных специалистов.

Важно отметить то внимание, с которым Юрий Иванович относился к молодым научным сотрудникам, порой даже 
к незнакомым, иногда допоздна задерживаясь с ними в рабочем кабинете и обсуждая новые научные данные, кон-
цепции или известия из Alma mater. При этом он был максимально дипломатичен в своих суждениях, интеллигентен 
и внимателен к молодому поколению исследователей.

За большие заслуги в подготовке высококвалифицированных научных кадров в 1997 году ему присвоено зва-
ние Заслуженного деятеля науки Российской Федерации. Многие из его учеников стали известными учеными — док-
торами наук, профессорами, заслуженными деятелями науки Российской Федерации и успешно трудятся в России 
и за рубежом. Среди его наград — орден «Знак почета» (1973), орден «Дружбы народов» (1976), орден «Трудового 
Красного Знамени» (1986), медали «40 лет ВС СССР» (1959), «За 10 лет безупречной службы в ВС СССР» (1962), 
«Ветеран труда» (1984), «В память 850-летия Москвы» (1997). Правительством Социалистической Республики 
Вьетнам он награжден Орденами труда I и II степеней (1999, 2004), медалью «Дружба» (1980), медалью «За за-
щиту здоровья народа» (1999). В 1987 году на основании указа Президента Кооперативной республики Гайаны 
Ю.И. Денисова-Никольский был принят в почетные члены ордена Заслуг Гайаны и награжден Золотой Стрелой До-
стижений. Одной из значимых для себя наград академик Ю.И. Денисов-Никольский считал ведомственную награду 
ФГБНУ ВИЛАР — «За заслуги перед ВИЛАР. Польза. Честь. Слава».

27 января 2018 года перестало биться сердце Юрия Ивановича… Он — многое успел, но и не успел многое. Дело 
чести всех тех, кому судьба подарила уникальную возможность работать с этим выдающимся учёным и прекрасным че-
ловеком достойно продолжить развитие его идей и нереализованных замыслов на благо российской и мировой науки.
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В статье приведены как известные, так и малоизвестные 
данные о начальных этапах создания трансгенных млекопита-
ющих в СССР — о совместной работе Отдела эмбриологии (про-
фессор А.П. Дыбан) НИИ экспериментальной медицины АМН 
СССР (Ленинград) и лаборатории клеточной инженерии (к. м. н. 
С.И. Городецкий) Института общей генетики АН СССР (Москва), 
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This paper provides well-known as well as little-known data for 
initial steps of the development of transgenic mammals in the USSR, 
namely for the collaboration of the Department of Embryology 
(professor A.P. Dyban) of the Research Institute of Experimental 
Medicine of the Academy of Medical Sciences, USSR (Leningrad) 
and the Laboratory of Cellular Engineering (PhD. S.I. Gorodetsky) 
of the Institute of General Genetics of the Academy of Sciences, 
USSR (Moscow), and some details about the life journey of these 
research unit leaders.

keywords: transgenosis of mammals, transgenic mice, trans-
genic rats, A.P. Dyban, S.I. Gorodetsky.

История разработки генетической трансформации 
на уровне отдельных клеток, а также создания транс-
генных животных подробно описана в многочисленных 
публикациях, однако следует отметить, что первая ра-
бота об успешной генетической трансформации млеко-
питающих (мышей) посредством метода микроинъек-
ции рекомбинантных плазмид с клонированным геном 
в мужской пронуклеус оплодотворенной яйцеклетки 
была опубликована зарубежными исследователями 
в 1980 году. За последующие три года (1981–1983) 
были опубликованы данные о рождении трансген-
ных мышей полученных посредством микроинъекций 
в пронуклеус оплодотворенных яйцеклеток различных 
клонированных генов: тимидинкиназы вируса herpes 
simplex, β-глобина человека и кролика, лейкоцитарного 
интерферона человека, трансферрина курицы, гормона 
роста крысы и человека [1].

Ничуть не умаляя заслуг отечественных ученых, внес-
ших большой вклад в создание не только трансгенных 
лабораторных млекопитающих, но и сельскохозяйствен-
ных животных, в настоящей статье пойдет речь о перво-
проходцах и их пионерских исследованиях, то есть о кол-
лективах доктора медицинских наук, профессора Андрея 
Павловича Дыбана (Отдел эмбриологии Института 
экспериментальной медицины АМН СССР, Ленинград) 
и кандидата медицинских наук Станислава Ивановича 
Городецкого (Лаборатория генной инженерии Института 
общей генетики АН СССР, Москва).

Энциклопедичность знаний не только в своей про-
фессиональной области, уникальные аналитические 
способности позволяли выдающемуся ученому — эмбри-
ологу, специалисту в области биологии развития, про-
фессору А.П. Дыбану (1922–2013), не утонуть в море 
литературных данных, а трезво оценивать, сравнивать, 
синтезировать и вследствие этого не только выявлять 
современные перспективные пути развития науки, но и, 
обогащая их, направлять действия коллектива на пере-
довые рубежи мировой науки. Особенностью научного 
творчества А.П. Дыбана являлось то, что он не замы-
кался в рамках только одного научного направления, а, 

обладая энциклопедическими знаниями не только в об-
ласти экспериментальной эмбриологии и научным пред-
видением, успешно развивал и вносил существенный 
вклад в новые научные области — экспериментальную 
тератологию, цитогенетику развития млекопитающих, ге-
нетику поведения, трансгеноз млекопитающих [2].

рис. 1. Профессор Андрей Павлович Дыбан, 1992 г.

К моменту первой зарубежной публикации об успеш-
ной генетической трансформации зародышей мле-
копитающих Отдел эмбриологии НИИЭМ АМН СССР 
уже на протяжении 15 лет являлся общепризнанным 
Всесоюзным центром в области экспериментальной 
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эмбриологии, тератологии, цитогенетики раннего разви-
тия лабораторных млекопитающих. Сотрудники Отдела 
и их руководитель не только проводили современные 
исследования действительно мирового уровня, но и об-
учали прикомандированных из других институтов, как 
теоретическим основам раннего развития, так и практи-
ческим навыкам работы на зародышах млекопитающих, 
в том числе и культивированию in vitro доимплантацион-
ных и постимплантационных эмбрионов мышей и крыс. 
Большим достижением профессора А.П. Дыбана было 
создание уникального коллектива исследователей, при-
чем каждый из его сотрудников стал известным высо-
коклассным специалистом, занимая конкретную нишу 
в области экспериментальной эмбриологии лаборатор-
ных млекопитающих. В связи с чем, одной из причин, 
обусловившей преимущество в получении пионерских 
результатов Отделом эмбриологии НИИЭМ АМН СССР 
в области создания трансгенных млекопитающих, яв-
лялся уникальный коллектив, которому в отличие от дру-
гих подразделений страны, не нужно было приобретать 
«с нуля» или совершенствовать навыки работы с заро-
дышами мышевидных грызунов.

В начале 80-х годов С.И. Городецкий (Институт об-
щей генетики АН СССР, Москва), яркий представитель 
отечественной генной инженерии, понимая, что биотех-
нологии млекопитающих принадлежит будущее, пред-
принял «путешествия» по академическим коридорам 
власти с целью выяснить, кто в СССР способен создать 
трансгенных млекопитающих. Сотрудники аппарата со-
общили, что если кто и сможет реализовать эту задачу, 
то это профессор А.П. Дыбан из Ленинграда — руко-
водитель Отдела эмбриологии НИИ эксперименталь-
ной медицины АМН СССР, головного научного центра 
по экспериментальной эмбриологии млекопитающих. 
Так возникло плодотворное научное сотрудничество 
С.И. Городецкого и А.П. Дыбана, с годами перешедшее 
в доверительные отношения и дружбу. Это и немудре-
но, ведь яркость личности С.И. Городецкого привле-
кала к нему творческих людей (певицу Г. Образцову, 
композитора В. Гладилина, писателя В. Войновича 
и др.). Имя Станислава Ивановича Городецкого (а так-
же А.С. Каледина и А.Г. Слюсаренко) останется в исто-
рии науки в связи с описанием термостабильной 
ДНК-полимеразы [3], которая в настоящее время ис-
пользуется во всем мире в цепных полимеразных ре-
акциях для молекулярно-генетических исследований 
и диагностики заболеваний. Однако, патент на это от-
крытие был выдан одной из зарубежных фирм — то есть 
и не нашим ученым и не группе американских биохи-
миков, которые ранее также описали ДНК полимеразу; 
а Нобелевская премия (1993) за метод ПЦР, как извест-
но, была присуждена К. Мулису и М. Смиту. На вопрос 
о том, почему не была запатентована термостабильная 
ДНК-полимераза и ее свойства, С.И. Городецкий отве-
чал, что он не сделал это сознательно, ибо открытие это 
должно принадлежать не кому-либо, а всему мировому 
научному сообществу.

Об отсутствии у С.И. Городецкого стандартной реак-
ции на реальную действительность можно также судить 
не только не только по тому, что он не стремился защи-
тить докторскую диссертацию, которой он был давно до-
стоин благодаря своим научным достижениям. О прин-
ципиальности С.И. Городецкого свидетельствует и факт 
отказа (в начале 2000-х годов) от значительного кон-
тракта на работу в одной из зарубежных стран по соз-
данию трансгенных млекопитающих. Накануне подпи-
сания договора С.И. Городецкий выявил невозможность 
выполнения задания, причем не в той части, за которую 

отвечал, а на следующем этапе работы исследователей 
в связи с появившимися новыми сведениями об особен-
ностях работы одного из белков у данного вида животных.

Таким образом, в начале 1980 годов в нашей стране 
был сформирован не закрепленный юридически меж-
ведомственный коллектив единомышленников, идейно 
возглавляемый профессором А.П. Дыбаном, представ-
ленный сотрудниками Отдела эмбриологии Института 
экспериментальной медицины АМН СССР (Ленинград) 
и лаборатории генной инженерии Института общей ге-
нетики АН СССР (Москва). К этому времени сотрудники 
Отдела эмбриологии ИЭМ имели не только многолетний 
опыт работы по манипуляциям с зародышами: их транс-
плантацией, культивированием in vitro, но и навыками 
микроинъекций в мужской пронуклеус оплодотворенной 
яйцеклетки. Коллектив же лаборатории, возглавляемой 
С.И. Городецким, в совместных исследованиях выполнял 
чрезвычайно важную генно-инженерную часть работы: 
создавал конструкции с выбором эффективных промо-
торов, клонировал рекомбинантные молекулы ДНК, вы-
являл наличие чужеродных генов в клетках родившихся 
животных и т. п.

В 1983 году ученые опубликовали первые совмест-
ные результаты об успешной интеграции в геном мышей 
клонированных генов тимидинкиназы вируса герпеса 
и SV40 и высоком проценте родившихся трансгенных 
животных [1, 4–8]. Дальнейший прорыв в исследовани-
ях, получивший большой резонанс, наступил в результа-
те продолжения совместной работы — впервые в стране 
были созданы трансгенные мыши (1984) [1, 7, 9, 10] 
и впервые в мире — трансгенные крысы (1986) [11–
13] с интегрированным геном гормона роста человека. 
Дело в том, что признание научных заслуг профессора 
А.П. Дыбана мировым сообществом эмбриологов, те-
ратологов, цитогенетиков раннего развития млекопита-
ющих и его личные контакты способствовали созданию 
безупречной репутации и доверительных отношений 

рис. 2. Станислав Иванович Городецкий, 2001
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среди элиты зарубежных исследователей. Эти обсто-
ятельства и позволили Андрею Павловичу обратиться 
с просьбой и на безвозмездной основе получить от из-
вестного ученого профессора Р. Пальмитера (R. Palmiter) 
(еще до публикации одной из его статей по данной тема-
тике) в личное распоряжение плазмиды с геном гормо-
на роста человека. На созданных таким образом транс-
генных мышах и крысах изучали влияние чужеродных 
генов на различные процессы в пре- и постнатальном 
онтогенезе [1, 8, 10–12], распределение клонирован-
ной и интродуцированной ДНК в ранних зародышах [14]. 
Были получены пионерские данные, свидетельствующие 
не только о стимуляции, но и торможении роста и воз-
никновении карликовости у трансгенных мышей [1, 4, 
10–12]. У трансгенных крыс были выявлены особенно-
сти работы генов гормона роста человека в разные пери-
оды постнатального онтогенеза. Используя интродукцию 
клонированных генов, изучали особенности организации 
и функции генома в начальном эмбриогенезе млекопи-
тающих. При интеграции чужеродных клонированных ге-
нов млекопитающих в зиготу мышей не во всех случаях 
происходила экспрессия генов, что, как было показано, 
зависело от многих причин, а не только от наличия силь-
ных промоторов и энхансеров [1, 15]. А.П. Дыбан сфор-
мулировал гипотезу о том, что во время первого раунда 
репликации ДНК происходит репрограммирование хро-
матина пронуклеусов и создается такая структурно-функ-
циональная организация ядра, при которой одни гены 
доступны для стадиоспецифической и органоспецифи-
ческой регуляции, а другие на ранних стадиях развития 
экспрессируются вне этих регуляторных систем, обеспе-
чивая общие метаболические потребности клеток [16, 
17]. Таким образом, исследования на трансгенных мы-
шах и крысах были сосредоточены на изучении меха-
низмов индивидуального развития млекопитающих [17, 
18], хотя и отдавалось должное возможности получения 
животных-продуцентов биологически активных веществ 
с помощью метода микроинъекций клонированных генов 
в оплодотворенные яйцеклетки и достижений генной ин-
женерии млекопитающих для разработки методов ген-
ной терапии [13, 19]. В рамках второй группы исследо-
ваний в Отделе проводили, в частности, и генетический 
анализ нескольких поколений животных, полученных 
от трансгенных мышей.

На объединенном заседании Президиума АН СССР 
(1984) профессор А.П. Дыбан выступил с программным 
докладом об успехах в создании трансгенных животных 
в СССР, которое проводилось не только с целью пер-
спектив познания механизмов раннего развития мле-
копитающих, но и получения биопродуцентов, в частно-
сти, лекарственных и биологически активных веществ. 
Вице-президент АН СССР, академик АН СССР Юрий 
Александрович Овчинников публично, в присутствии 
всех, в том числе и руководства НИИ экспериментальной 
медицины АМН СССР поддержал развитие этих исследо-
ваний и добавил, что «…профессора в обиду мы не да-
дим». Дело в том, что на Ученом Совете Института экс-
периментальной медицины (1983) Андрей Павлович 
сделал Отчетный доклад с демонстрацией полученных 
коллективом данных о трансгенных млекопитающих 
и перспективами дальнейшего развития исследований, 
который был высоко оценен и поддержан, в частности, 
известным ученым членом-корреспондентом АМН СССР 
С.А. Нейфахом (зав. лабораторией биохимической ге-
нетики того же института). Однако у тогдашнего дирек-
тора, мягко говоря, не только не было понимания важ-
ности данного направления исследований, но и были 
свои соображения о судьбе Отдела и его руководителя. 

Однако после выступления на заседании Президиума 
АН СССР (1984) Отдел эмбриологии не только получил 
от Академии целевым назначением определенное фи-
нансирование, но и карт-бланш на продолжение исследо-
ваний по данной тематике.

Работы коллективов А.П. Дыбана и С.И. Городецкого 
по созданию и изучению трансгенных млекопитающих 
были признаны пионерскими не только всем научным 
сообществом страны, но и официальными лицами. Так, 
например, результаты их исследований и дальнейшие 
перспективы этого направления в качестве примера до-
стижений отечественной науки на мировом уровне про-
звучали в докладе вице-президента ВАСХНИЛ директо-
ра Института общей генетики академика А.А. Созинова 
на XXVII съезде КПСС (1986).

Неоценимая роль в получении первых транс-
генных млекопитающих принадлежала ученикам 
Андрея Павловича: кандидатам наук Б.Л. Вайсману, 
Г.Ф. Голинскому, Г.Г. Секириной, И.Б. Архангельской, 
Л.И. Хожай, а впоследствии и Т.В. Игнатьевой, 
А.В. Сорокину, О.В. Кидготко и другим исследовате-
лям. В частности, Борис Львович Вайсман и Георгий 
Фаддеевич Голинский, имея в своем распоряжении до-
вольно скромное оборудование, проявляя «кулибинскую» 
смекалку совершенствовали технику, необходимую для 
трансплантации генетического материала в мужской про-
нуклеус, были не только первыми сотрудниками Отдела, 
которые выполняли микроинъекции, но и ведущими ис-
полнителями и соавторами всех пионерских исследо-
ваний коллектива. Г.Г. Секирина, И.Б. Архангельская, 
Л.И. Хожай и другие исследователи отвечали за чрезвы-
чайно важный участок эмбриологической части работы — 
работу с зародышами и самками-реципиентами, кото-
рым трансплантировали зародыши с интегрированными 
генами. Велика роль Т.В. Игнатьевой, принимавшей уча-
стие в создании трансгенных крыс с интегрированнм 
геном гормона роста человека и защитившей впослед-
ствии кандидатскую диссертацию по изучению действия 
гена гормона роста человека на онтогенез крыс.

Коллектив С.И. Городецкого и его единомышленни-
ки (А.С. Каледин, Т.В. Капелинская, Г.А. Попкова и др.) 
не только размножили плазмиды на основе промотора 
гена металлотионеина 1 мыши с геном гормона роста 
человека, любезно предоставленные Р. Пальмитером, 
но и конструировали новые, подходящие для решения 
поставленных теоретических и прикладных задач, в том 
числе и тканеспецифичные векторы. С.И. Городецким 
лично и его сотрудниками были созданы плазмиды на ос-
нове иных промоторов, в частности, гена тирозинамино-
трансферазы крысы с геном гормона роста человека; 
фрагмента генома вируса бычьей папилломы с геном 
гормона роста человека; гена металлотинеина 1 мыши 
с кДНК гормона роста человека и сигналом терминации 
транскрипции природного гена гормона роста человека; 
под контролем регуляторных элементов генов белка ка-
зеина, а также интерлейкина-13 человека (В.А. Торопова 
и В.Г. Коробко — ИБХ РАН) и другие конструкции, необхо-
димые для создания трансгенных млекопитающих.

Несомненным достижением коллективов А.П. Дыбана 
и С.И. Городецкого являлось использование трансгенных 
моделей для исследования особенностей организации 
и функции генома в начальном эмбриогенезе млекопи-
тающих. Действительно, впервые в мире были получены 
крысы с интегрированным геном гормона роста челове-
ка, впервые в стране мыши с интегрированным геном 
гормона роста человека, а в дальнейшем в содруже-
стве с другими исследователями трансгенные мыши 
с интегрированным геном интерлейкина-13 человека 
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(совместно с В.А. Тороповой и В.Г. Коробко); были созда-
ны модели для изучения: сахарного диабета [20], а в со-
дружестве с Отделом биохимии НИИЭМ АМН СССР 
и атеросклероза [21]. Официальное признание вице-
президентом АН СССР академиком Ю.А. Овчинниковым 
и Президиумом АН СССР указанных работ коллективов 
двух крупных отечественных ученых и соответствующее 
постановление о чрезвычайной актуальности исследова-
ний по созданию трансгенных млекопитающих послужи-
ли сигналом для мощного всплеска исследований по это-
му направлению в СССР. Впоследствии, особенно после 
Постановления Совмина СССР (1985 год) «О дальней-
шем развитии новых направлений биологии и биотехно-
логии», были созданы ведомственные, межведомствен-
ные, межреспубликанские, союзные, а в дальнейшем 
и межгосударственные Программы, что позволило 

получить другим коллективам, как работавшим в этом 
направлении, так и переключившимся на эту тематику, 
гигантское финансирование, в основном, на создание 
трансгенных сельхозживотных-биопродуцентов.

В заключение необходимо отметить, что трансген-
ные млекопитающие сыграли свою роль не только для 
возможного использования их в качестве продуцентов 
биологически активных веществ и лекарственных пре-
паратов, но и в качестве моделей тех или иных заболе-
ваний, а также моделей для познания механики развития 
лабораторных млекопитающих. Были получены важные 
результаты, характеризующие развитие тех или иных 
систем в присутствии чужеродного гена и генопродукта. 
В дальнейшем же акцент исследований этого направле-
ния сместился в сторону другой модели, т. е. от трансген-
ных к нокаутным животным.
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Процесс слияния клеток (fusion-феномен) лежит в основе 
множества явлений, протекающих в человеческом организме. 
Настоящий обзор посвящен роли этого явления в гистогене-
зе различных тканей, а также его молекулярным механизмам. 
В первой части описывается fusion-феномен в нормальных —
физиологических условиях.

ключевые слова: слияние клеток, fusion-феномен, опло-
дотворение, миогенез, трофобласт, макрофаги, гистогенез.

Various processes happening in human organism depend 
on cell fusion (also called “fusion-phenomenon”). This review fo-
cuses on role of this phenomenon in the histogenesis of different 
tissues and molecular mechanism of the cell fusion. The Part 1 de-
scribes fusion-phenomenon in the normal, physiological conditions.

keywords: cell fusion, fusion-phenomenon, fertilization, myo-
genesis, trophoblast, macrophages.

введение
Fusion-феноменом или клеточным слиянием на-

зывается процесс объединения двух или более клеток 
в одну более крупную многоядерную структуру — сим-
пласт. Этот процесс в ходе нормального и патологи-
ческого гистогенеза может быть обнаружен у многих 
организмов, включая человека. Слияние является од-
ним из ключевых этапов цито- и гистогенеза при фор-
мировании поперечнополосатой скелетной мышечной 
ткани, синцитиального слоя трофобласта (синцитио-
трофобласт). Кроме того, даже оплодотворение также 
можно рассматривать как одно из проявлений fusion-
феномена [1]. Значение слияния клеток не ограничи-
вается эмбриональным развитием, данное явление 
происходит во время регенерации и роста скелетных 
мышц [2], в ходе образования остеокластов [3]. Fusion-
феномен является частью патоморфогенеза при неко-
торых заболеваниях, таких как гранулематозное воспа-
ление — образование гигантских многоядерных клеток; 
вирусных инфекций — многие вирусы посредством сво-
их белков вызывают слияние клеток; опухоли — проис-
ходит слияние злокачественно трансформированных 
клеток друг с другом и с нормальными клетками.

Одно из первых упоминаний о возможности слия-
ния клеток встречается в монографии Теодора Шванна 
(1839) «Микроскопические исследования о соответ-
ствии в структуре и росте животных и растений» (рис. 
1) [4]. В частности, он выделяет первичные и вторичные 
клетки, последние образуются путем объединения пер-
вичных. Такой механизм был предложен им для описания 
формирования мышечных волокон: «Однако возникает 
вопрос, как развивается последняя упомянутая форма 
мышечных волокон, т. е. их основная форма. Она пред-
ставляла собой цилиндр, по всей вероятности полый 
и предположительно закрытый на концах, там где мышеч-
ные волокна разом заканчиваются притупленным, за-
кругленным краем на сухожилиях. В этом цилиндре ядра 
клеток лежат рядом друг с другом на малых расстояниях. 
Является ли цилиндр удлиненной клеткой, в которой ядра 

составляют основу новых, но не развивающихся клеток, 
или же являются ядрами остатков клеток, которые путем 
слияния друг с другом и резорбции перегородок образуют 
цельное волокно или цилиндр? Другими словами, было 
ли волокно создано слиянием клеток? Вряд ли можно со-
мневаться в том, что каждый примитивный пучок мышц 
является вторичной клеткой, образованной слиянием 
первичных круглых исходных клеток, которые располага-
лись в ряд друг за другом» (стр. 161–164).

Механизмы слияния разных клеток сильно отличают-
ся друг от друга, однако во всех случаях выделяют пять 
основных этапов этого процесса (рис. 2):

1. Дифференцировка. В ходе реализации своей гене-
тической программы, либо же в результате воздействия 
каких-либо специфических молекул на рецепторы, клет-
ки начинают экспрессировать белки, которые участвуют 
в процессе слияния.

2. Миграция. Клетки сближаются под влиянием хе-
мотаксических факторов.

3. Распознавание мембраны другой клетки и прикре-
пление к ней. На этом этапе взаимодействие между клет-
ками осуществляется с помощью большого количества 
рецепторов и молекул межклеточной адгезии.

4. Слияние мембран и образование отверстия 
(поры) в плазмалемме. Взаимодействие двух мембран 
начинается в тот момент, когда они сближаются на рас-
стояние ~10 нм [4]. На первом этапе клеточная мем-
брана деформируется в результате взаимодействия 
мембранного фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфата 
с ионами кальция [3, 5]. Это приводит к тому, что на-
ружные слои мембран приближаются друг к другу, со-
единяются и формируют липидный мостик (fusion stalk) 
между двумя клетками. Мостик, поначалу очень тонкий, 
расширяется в радиальном направлении, формируя 
двуслойную структуру (hemifusion diaphragm), образо-
ванную двумя внутренними липидными слоями. Затем 
эта диафрагма разрывается и образуется отверстие 
в мембранах (пора), которая расширяется за счет депо-
лимеризации актиновых филаметов [4].
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Некоторые этапы слияния мембран, а именно удале-
ние гидратной оболочки, окружающей клетки, а также 
образование двуслойной диафрагмы и расширение от-
верстия в мембране, требуют преодоления значительных 
энергетических барьеров, следовательно, не могут про-
текать спонтанно. В частности, в указанных процессах 
принимают участие фузогенные белки (фузогены) [4].

У млекопитающих, включая человека, описаны два 
фузогена — синцитины 1 и 2. Эти белки принимают 
участие в формировании синцитиотрофобласта [1]. 
Синцитин-1 присутствует на яйцеклетке, а его рецептор 
ASCT2 — на сперматозоиде [6]. Также экспрессия син-
цитина-1 выявлена в остеокластах [7] и миобластах [8]. 
Синцитин-2 обнаружен только в трофобласте, его рецеп-
тором является MFSD2a [9].

Синцитины представляют собой гликопротеины, со-
стоящие из трех доменов: внеклеточного, трансмем-
бранного и внутриклеточного. Благодаря мотиву «лей-
циновая застежка-молния» в трансмембранном домене 
синцитин-1 образует тример. Взаимодействие внекле-
точного домена с рецептором ASCT2 приводит к серии 
конформационных изменений, которые завершаются 
проникновением участка синцитина, называемого фу-
зогенным доменом, в мембрану другой клетки (рис. 3). 
После этого синцитиновый тример осуществляет из-
менение конформации, приводящее к слиянию двух 
мембран и образованию небольшого отверстия между 
ними, которое затем расширяется [5].

Существует и альтернативная модель слияния мем-
бран. Согласно ей, основную роль в данном случае играют 

белковые трансмембранные каналы, которые взаимодей-
ствуют с аналогичными каналами на другой мембране [5].

Завершающий этап — образование гибридной клет-
ки: происходит смешивание цитоплазм и приобрете-
ние нового фенотипа и профиля экспрессии генов [10]. 
Образовавшаяся гибридная клетка может иметь одно 
ядро, в таком случае она будет носить название синка-
рион, либо несколько ядер — гетерокарион. В зависимо-
сти от типа клеток, между которыми произошло слияние, 
различают гомотипическое слияние — между одинако-
выми клетками (например, слияние моноцитоподобных 
клеток с образованием остеокластов) и гетеротипиче-
ское — между разными клетками (например, слияние 
сперматозоида и яйцеклетки) [11].

оплодотворение как процесс слияния клеток
Оплодотворение является особым частным случаем 

fusion-феномена, который отличается от других типов 
слияния рядом особенностей [1]. Во-первых, в оплодо-
творении принимают участие две гаплоидные клетки, 
в то время как во всех остальных случаях сливаются 
либо диплоидные, либо полиплоидные. Во-вторых, после 
оплодотворения дальнейшие слияния становятся невоз-
можны, так как реализуются механизмы, блокирующие 
полиспермию. Во всех остальных случаях клетки способ-
ны проходить через множество событий слияния и фор-
мировать крупные многоядерные структуры.

Непосредственно перед оплодотворением спер-
матозоиды претерпевают функциональные измене-
ния, совокупность которых называется капацитацией. 

рис. 1. Изображения 
некоторых страниц 
из монографии Т. Шванна 
«Микроскопические 
исследования о соответствии 
в структуре и росте 
животных и растений» 
(1839): титульный 
лист; раздел «Класс 5. 
Ткани, формирующиеся 
из клеток, стенки и полости 
(содержимое) которых 
сливаются друг с другом»; 
иллюстрации: 1 — мышца 
спины 3,5-дюймового плода 
свиньи; 2 — то же после 
обработки уксусной кислотой; 
3 — мышца (волокно) плеча 
7-дюймового плода свиньи; 
4 — мышцы майского 
жука; 5 — мышечный пучок 
щуки; 6 — седалищный 
нерв 4-дюймового плода 
свиньи; 7 — мышца плеча 
4-дюймового плода свиньи; 
11 — капилляры хвоста 
головастика
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У сперматозоидов увеличивается текучесть мембраны 
из-за эффлюкса холестерола, изменяется мембранный 
потенциал [12]. Затем происходит акросомная реакция, 
которая заключается в слиянии цитоплазматической мем-
браны сперматозоида и мембраны акросомы и после-
дующем выбросе протеолитических ферментов. Данное 
слияние обеспечивается белком экваторином [13]. 
Акросомная реакция активируется контактом с блестящей 
оболочкой (zona pellucida), изменением концентрации про-
гестерона, либо протекает спонтанно [14]. Выделяемые 
при этом ферменты разрушают блестящую оболочку, что 
позволяет сперматозоиду слиться с яйцеклеткой.

Контактное взаимодействие гамет происходит на спе-
циализированных участках мембраны — экваториальной 
зоне сперматозоида и ворсинчатой зоне яйцеклетки [15]. 
Существует гипотеза, согласно которой на обеих мембра-
нах имеются крупные мультимолекулярные комплексы, 
взаимодействующие друг с другом [14]. Для описания 
взаимодействия гамет предложено использовать тер-
мин «синапс», по аналогии с иммунологическим синап-
сом [16]. Среди множества белков, принимающих участие 
в слиянии (табл. 1), присутствует синцитин-1 и его рецеп-
тор ASCT-2, предположительно отвечающие за формиро-
вание отверстий в мембране [7, 17]. Точная роль синци-
тина-1 в оплодотворении не установлена.

Исключительно важную роль в процессе оплодотво-
рения играет белок IZUMO1 — молекула межклеточной 
адгезии, относящаяся к суперсемейству иммуноглобули-
нов [18]. Этот белок перемещается с мембраны акросомы 
в экваториальную область сперматозоида по завершению 

акросомной реакции [14]. Функция IZUMO1 заключается 
в связывании белка Juno (фолатный рецептор 4), кото-
рый расположен на яйцеклетке. IZUMO1 часто ошибочно 
описывается как фузогенный белок, однако он таковым 
не является, так как не имеет фузогенного домена, в отли-
чие от истинного фузогена синцитина [19]. Процесс вза-
имодействия Juno и IZUMO1 протекает в три стадии (рис. 
4). На первом этапе Juno распознает молекулу IZUMO1, 
после чего образовавшийся комплекс рецептор-лиганд 
димеризуется. Затем белок семейства протеиндисуль-
фидизомераз «складывает» молекулу IZUMO1 пополам, 
погружая её внеклеточный домен в мембрану спермато-
зоида. После этого конформационного изменения Juno 
открепляется от рецептора и более не принимает участия 
в адгезии. Наконец, последняя стадия, заключается в том, 
что сложенный пополам димер IZUMO1 взаимодействует 
с пока не идентифицированным рецептором на оолем-
ме [20]. Данные конформационные изменения требуются 
для того, чтобы сблизить мембраны клеток между собой 
и тем самым снизить необходимый уровень изменения 
свободной энергии, который требуется для образования 
липидного мостика между двумя мембранами.

На поверхности яйцеклетки имеются CD 81 и CD9 (те-
траспанин 28 и 29 соответственно) [16]. Это небольшие 
мембранные белки, которые структурируют определен-
ные участки мембраны, формируя так называемые доме-
ны, обогащенные тетраспанинами, и взаимодействуют 
с цитоскелетом и сигнальными молекулами [21]. Кроме 
того, белки этого семейства принимают участие в про-
цессе слияния миобластов [22] и моноцитов [23].

рис. 2. Схема взаимодействия 
мембран при слиянии клеток. 
Пояснения в тексте. Из [5], с изм.

рис. 3. Схема конформационных изменений синцитинового тримера, приводящих к слиянию 
клеток: красный — ASCT2, розовый — фузогенный домен синцитина; синий — домен, 
связывающий рецептор; голубой — остальные домены. Пояснения в тексте. Из [5] с изм.
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CD9 принимает участие в процессе оплодотворе-
ния, однако его точная функция неизвестна. Показано, 
что CD9 локализуется на яйцеклетке в области микро-
ворсинок — участке мембраны, в котором происходит 
слияние [24]. У мышей, нокаутных по гену белка CD9, 
изменена структура микроворсинок: они короче и тонь-
ше [24]. Другая гипотеза предполагает, что CD9 являет-
ся кофактором одного из белков адгезии и увеличивает 
его аффинность к рецепторам [16]. Не исключено также 
взаимодействие CD9 со специфическими рецепторами 
сперматозоида [25]. Также, согласно данным компью-
терного моделирования, CD9 взаимодействует с инте-
гринами, CD49, IZUMO1 и ADAM2 [26, 27]

В адгезии сперматозоида к яйцеклетке принимают 
участие белки семейства интегринов, в частности ин-
тегрин α6β1, находящийся на мембране сперматозои-
да [17]. Предположительно, рецептором α6β1 является 
фертиллин β (ADAM2) [28].

таблица 1. Белки слияния половых клеток

Сперматозоид Яйцеклетка

IZUMO1
Интегрин α6β1
Синцитин 1
ASCT-2

Juno
Тетраспанины 28 и 29 (CD81 и CD9)
Фертиллин β (ADAM2)
ASCT-2

После завершения слияния со сперматозоидами про-
исходит кортикальная реакция, в ходе которой яйцеклет-
ка секретирует содержимое кортикальных гранул. Одним 
из выделяемых белков является овастацин — протеаза, 
которая расщепляет белок ZP2, входящий в состав бле-
стящей оболочки. Разрушение ZP2 нарушает адгезию 
сперматозоидов к zona pellucida. Дополнительно про-
исходит удаление Juno c мембраны яйцеклетки посред-
ством везикулярного транспорта, а образующиеся при 
этом везикулы служат своего рода «ловушками» для дру-
гих сперматозоидов [16].

слияние клеток в трофобласте
Большое количество клеток в трофобласте сливают-

ся между собой во время плацентации. На 15–21 сут-
ки после оплодотворения образуется синцитиотрофо-
бласт — крупная многоядерная структура, покрывающая 
ворсины хориона [29]. Его функция заключается в инва-
зии в эндометрий, питании эмбриона и освобождении по-
следнего от метаболитов, газообмене между зародышем 
и организмом матери и выработке специфических пла-
центарных гормонов. Синцитиотрофобласт образуется 
путем слияния клеток цитотрофобласта [5].

В процессе слияния синцитиотрофобласта выделяют 
несколько этапов. На этапе коммитирования клетка оста-
навливает клеточный цикл и экспрессирует специфиче-
ские белки, необходимые для слияния. Коммитирование 
обеспечивается EGF (Epidermal Growth Factor, эпидер-
мальный фактор роста), EGFR (EGF Receptor, рецептор 

эпидермального фактора роста), GM-CFS (Granulocyte-
Macrophage Colony Stimulating Factor, гранулоцитар-
но-макрофагальный колониестимулирующий фактор), 
LIF (Leukemia Inhibitory Factor, ингибирующий фактор 
лейкемии), MIC-1 (Macrophage Inhibitory Cytokine 1, ин-
гибирующий цитокин макрофагов 1), активином А и хо-
рионическим гонадотропином человека (ХГЧ) [5]. ХГЧ 
увеличивает транскрипцию генов белков, участвующих 
в слиянии: синцитинов, коннексина 43, кадгерина Е, а так-
же увеличивает выработку ХГЧ другими клетками, тем 
самым обеспечивая положительную обратную связь. Ме-
ханизм действия ХГЧ заключается в стимуляции рецепто-
ра LH/CG-R, что приводит к активации аденилатциклазы 
и протеинкиназы А и в итоге изменяет экспрессию генов 
белков, участвующих в слиянии. Помимо активирующих 
веществ, синцитий вырабатывает молекулы, замедля-
ющие процесс слияния. Кандидатами на роль этих фак-
торов являются TGFβ (transforming growth factor beta) 
и TNFα (tumor necrosis factor alpha) [5].

На этапе адгезии происходит образование меж-
клеточных контактов. Адгезионные контакты состоят 
из Е-кадгерина и кадгерина-11 и участвуют в прикрепле-
нии клеток друг к другу [30]. Также Е-кадгерин в ассоци-
ации с сигнальным комплексом β-катенина обеспечи-
вает формирование плотных и щелевых контактов [31]. 
В дальнейшем внеклеточный домен Е-кадгерина отще-
пляется посредством ADAM12 [32]. Другой тип контак-
тов — щелевые контакты — обеспечивают межклеточную 
коммуникацию — обмен малыми молекулами, ионами 
и белками. В состав щелевых контактов трофобласта 
входят коннексин 43, который формирует трансмембран-
ные каналы и эзрин. К эзрину прикрепляется протеинки-
наза А, которая, фосфорилируя коннексины, открывает 
и закрывает щелевые контакты, и тем самым контроли-
рует межклеточную коммуникацию [33]. Плотные контак-
ты имеют в своем составе мембранную гуанилаткиназу 
ZO-1 (Zona Occludens-1), которая обеспечивает межкле-
точную адгезию и стабилизацию целевых контактов пу-
тем взаимодействия с коннексином-43 [5].

В последнем этапе — слиянии мембран, участву-
ют фузогенные белки синцитины. Они обеспечивают 
слияние клеток путем взаимодействия с рецептора-
ми: рецептором синцитина-1 является ASCT2, син-
цитина-2 — MFSD2a [34, 35]. Также в плаценте об-
наружен ретровирусный белок супрессин, который 
конкурентно блокирует рецептор синцитина-1, ASCT-2. 
Предположительно, его роль заключается в торможении 
слияния вирусов с плацентой и повышении устойчивости 
фетоплацентарного барьера для патогенов [36].

слияние миобластов
Скелетные мышцы человека состоят из мышечных 

волокон — симпластов, длина которых достигает не-
скольких сантиметров. Источником их развития служат 
стволовые клетки миотома, которые мигрируют в места 
закладок скелетных мышц. Из стволовых клеток обра-
зуются промиобласты, которые претерпевают несколько 

рис. 4. Схема 
взаимодействия Juno 
и IZUMO1. Пояснения 
в тексте. Из [20] с изм.
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митотических делений, образуя инициальные миобласты 
(миобластическая стадия гистогенеза). Инициальные 
миобласты путем слияния образуют миосимпласты (ми-
осимпластическая стадия). Миосимпласты растут как 
за счет синтеза специфических мышечных белков, так 
и за счет слияния с миобластами [37]. В результате роста 
образуются первичные миотубы, которые своими конца-
ми прикрепляются к сухожилиям (стадия мышечных тру-
бочек). Популяция миотуб экспрессирует медленную изо-
форму тяжелых цепей миозина [38]. Вблизи первичных 
миотуб из промиоцитов формируются новые симпласти-
ческие центры, являющиеся предшественниками вторич-
ных миотуб [37, 39]. Из вторичных миотуб формируются 
быстрые мышечные волокна [40]. Также из промиоцитов 
образуются клетки-сателлиты [37]. Финальная стадия — 
стадия мышечных волокон — заключается в росте и со-
зревании мышечных трубочек с образованием зрелых 
мышечных волокон. Таким образом, две стадии эмбри-
онального миогенеза из четырех зависят от процессов 
слияния клеток. Кроме того, после повреждения мышцы 
происходит активация миосателлитоцитов, образование 
миобластов, их пролиферация и слияние друг с другом 
и с мышечными волокнами, за счет чего обеспечивается 
репаративная регенерация [2, 37]. Таким образом, про-
цесс слияния клеток играет исключительно важную роль 
в развитии и восстановлении скелетной мышечной ткани.

Регуляцию миграции миобластов осуществляют ин-
терлейкин 4, CD164 и маннозный рецептор, усиливаю-
щие скорость миграции. Однако простациклин, который 
замедляет миграцию миобластов, также ускоряет обра-
зование мышечных трубочек за счет того, что рецепто-
рам малоподвижной клетки легче связаться с лигандами 
на мембране других клеток. Таким образом число обра-
зующихся мышечных трубочек зависит от соотношения 
концентраций позитивных и негативных регуляторов ско-
рости миграции [41].

В адгезии миобластов участвуют нефрин [42], инте-
грины α9β1, α2, β1, и цитоплазматический адаптерный 
белок киндлин-2 [43, 44], М-кадгерин [45], неогенин, 
CD36, нефронектин [2], галектин [46]. Контакт пер-
вичных миобластов между собой происходит в особых 
участках мембраны (липидных рафтах), обогащенных 
фосфатидилсерином и холестеролом [47]. В них распо-
лагается стабилин-2, рецептор фосфатилилсерина, роль 
которого заключается в активации сигнальных путей 
ELMO/DOCK1/Rac1 и Gulp/Rac1 [48]. Оба сигнальных 
пути заканчиваются на Rac1, который является членом 
семейства малых ГТФаз. Данный белок активирует Arp 
2/3, который инициирует полимеризацию актина, тем 
самым управляя цитоскелетом клетки. Также в реорга-
низацию актинового цитоскелета вовлечен динамин, 
который взаимодействует с множеством актин-связы-
вающих белков, такими как профилин и контрактин [49]. 
Другим важным компонентом сигнальных путей, регули-
рующих слияние, является киназа FAK (Focal Adhesion 
Kinase, киназа фокальной адгезии), активирующая-
ся в ответ на связывание интегринами внеклеточных 

лигандов. Ингибирование аутофосфорилирования FAK 
во время миогенной дифференцировки никак не влияет 
на экспрессию генов, связанных с дифференцировкой, 
но останавливает слияние миобластов, что указывает 
на наличие важной функции FAK в слиянии [2].

В мышечной ткани млекопитающих обнаружен фузо-
ген синцитин-1 [6]. Нокаут гена данного белка приводит 
к достоверному уменьшению количества мышечной тка-
ни у самцов, но не у самок, что означает, что он не уча-
ствует в процессах слияния миобластов у особей женско-
го пола [50]. В настоящее время считается, что именно 
синцитин-1 ответственен за различия в количестве мы-
шечной ткани у самцов и у самок [51].

Кандидатом на роль фузогена является трансмембран-
ный белок 8с (Tmem8c), также известный как Myomaker, 
который экспрессируется в скелетных мышцах [52]. 
Нокаут гена myomaker приводит к гибели мышиных эм-
брионов из-за полного отсутствия скелетных мышечных 
волокон: в тканях обнаруживаются только одноядерные 
предшественники. Отсутствие Myomaker не влияет на уро-
вень миогенина, миозина и MyoD, что говорит о том, что 
этот белок выполняет свою функцию после дифферен-
цировки и участвует непосредственно в слиянии. Это 
предположение подтверждается тем, что искусственно 
вызванная экспрессия Myomaker на мезенхимальных 
стромальных клетках и на фибробластах придает им спо-
собность к слиянию с миобластами [52]. Однако моди-
фицированные таким образом фибробласты сливаются 
лишь с миобластами, но не между собой, что указывает 
на присутствие дополнительного фактора слияния именно 
на миобластах. Таким фактором является белок Gm7325 
(Myomegrer/Myomixer/Minion) [53]. Фибробласты с экс-
прессией Myomegrer способны сливаться с Myomaker-
позитивными клетками. В отличие от Myomaker, от-
сутствие Myomegrer блокирует слияние не полностью. 
Вероятно, существуют и другие фузогенные факторы [53].

При исследовании миобластов плодовых мушек 
Drosophila melanogaster в местах контакта миобластов 
были обнаружены инвазивные подосомы, или инвазио-
сомы [54, 55]. Они представляют собой выпячивания 
мембраны, структурно сходные с подосомами. В орга-
низме человека инвазиосомы образуются в процессе 
трансцитоза лейкоцитов через эндотелий сосудов [56]. 
Похожие структуры участвуют в слиянии предшествен-
ников остеокластов, их предположительная функция за-
ключается в сближении определенных участков клеточ-
ных мембран на максимально близкое расстояние, что 
облегчает формирование липидного мостика, а также 
в формировании и расширении мембранной поры в ме-
сте контакта мембран двух клеток (рис. 5).

Вполне вероятно, что в организме млекопитающих 
слияние миобластов происходит также с помощью инва-
зивных подосом. Есть несколько свидетельств в пользу 
данной гипотезы. Во-первых, в процессе слияния мио-
бластов участвует большое количество белков, гомоло-
гичных таковым у дрозофил [54, 57], что свидетельству-
ет об эволюционной консервативности этого процесса. 

рис. 5. 
Предположительная 
функция циркулярных 
подосом. Подосома 
оказывает механическое 
воздействие (показано 
стрелками) на двуслойную 
диафрагму, ускоряя 
её формирование 
и расширение
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Во-вторых, существуют описания структур, напоминаю-
щих инвазиосомы. Многие авторы описывают филопо-
дии и подосомы в культуре мышечных клеток [58–63]. 
Таким образом, есть основания считать, что инвазиосо-
мы участвуют в миогистогенезе человека.

слияние макрофагов
Слияние макрофагов приводит к образованию двух 

типов многоядерных клеток: остеокластов, предна-
значенных для резорбции костной ткани и гигантских 
клеток инородных тел и гигантских клеток гранулем. 
Молекулярные механизмы, обеспечивающие формиро-
вание этих клеток, имеют некоторые различия.

Формирование гигантских клеток инородных тел проис-
ходит под влиянием IL-4 и IL-13 [64]. Их эффект заключа-
ется в увеличении экспрессии белков, участвующих в сли-
янии (таких как е-кадгерин и DC-STAMP) и реализуется при 
помощи сигнального пути STAT-6 [64–66]. Также слияние 
усиливается под воздействием гранулоцитарно-макрофа-
гального колониестимулирующего фактора, IL-17A и ин-
терферона гамма [67]. Клетки Лангханса в туберкулезных 
гранулемах образуются под воздействием микобактери-
альных гликолипидов — фосфатидил-мио-инозитолманно-
зидов и липоманнанов. Эти вещества распознаются при 
помощи toll-подобного рецептора 2, что приводит к актива-
ции сигнального пути, включающего в себя ADAM9 и ин-
тегрин β1 [68]. Кроме этого, макрофаги экспрессируют 
на своей мембране рецептор TREM2 (Triggering Receptor 
Expressed on Myeloid cells 2). TREM2 cвязан с адаптерным 
белком DAP12 [69], который влияет на экспрессию DC-
STAMP и е-кадгерина [68, 70]. Лиганд TREM2 не известен, 
предположительно, он располагается на макрофагах [68]. 
Если это предположение верно, то макрофаги способны 
коммитироваться к слиянию только лишь за счет взаимо-
действия друг с другом. Следует отметить, что макрофаги 
в норме сливаются друг с другом без видимых внешних 
воздействий, и уровень такого слияния снижается при ин-
гибировании активности DAP12 [71].

Для активации формирования остеокластов требуют-
ся другой набор цитокинов: RANKL (Receptor Activator 
of Nuclear factor Kappa-B Ligand) и макрофагальный 
колониестимулирующий фактор. RANKL связывается 
со своим рецептором RANK, находящимся на мембране 
предшественников остеобластов. Это событие приводит 
к активации фактора транскрипции NFATc1, что влечет 
за собой изменение транскрипции большого количества 
генов, происходящее при участии транскрипционного 
фактора NF-kB [72]. Под управлением RANK находится 
большая часть белков, влияющих на слияние макрофагов, 
за исключением CD44, CD47 и ТREM2 [73]. Остеокласты 
увеличивают количество ядер не только посредством сли-
яния, но и путем незавершенного цитокинеза. Данный 
процесс также регулируется при помощи RANK [74]. 
RANK не является единственным активатором NF-kB, 
другим активатором является цитоплазматический домен 
CD44 (рецептора гиалуроновой кислоты) [75].

Хемокин CCL2 является одним из факторов хемо-
таксиса макрофагов, а также способствует их слия-
нию, влияя на экспрессию DC-STAMP, MMP9 [76, 77]. 
Предположительно, рецептором CCL2 является мембран-
ный белок DC-STAMP, который регулирует формирова-
ние остеокластов и гигантских клеток. Его инактивация 
приводит к нарушению слияния клеток без нарушения 
их функций [78]. Существует несколько гипотез насчет 
функций этой молекулы: участие в перестройках цитоске-
лета, выбор партнера для слияния, рецепция мембранного 
или растворимого белка [79]. Наличие в цитоплазматиче-
ском домене мотива ITIM указывает на роль DC-STAMP 

в проведении внутриклеточного сигнала. Кроме того, 
на остеокластах обнаружен сходный по строению белок 
OS-STAMP, который также оказывает значительное вли-
яние на их формирование. Вероятно, DS-STAMP и OS-
STAMP функционируют как димер [79]. Экспрессия обеих 
молекул регулируется с помощью STAT-1 и STAT-6 [80].

Адгезия макрофагов друг к другу происходит за счет 
Е-кадгерина [71] и, вероятно, интегринов. Интегрины-β 
опосредуют адгезию макрофагов между собой под  дей-
ствием липидов клеточной стенки бактерий, антитела 
к интегринам-β 1 и 2 блокируют слияние in vitro. Однако, 
есть данные, что интегрины не обеспечивают адгезию 
макрофагов между собой, а участвуют в их прикрепле-
нии к субстрату [81].

Образование остеокластов сопровождается форми-
рованием циркулярных подосом. Известно, что в фор-
мировании этих структур принимают участие белок 
Tks5 и тирозинкиназа Src [72].

Перестройки цитоскелета, которые необходимы для 
образования подосом, включают в себя механизмы, 
аналогичные процессам в миобластах: фактор обмена 
гуаниновых нуклеотидов DOCK180 активирует малую 
ГТФазу Rac1, что приводит к передаче сигнала на бел-
ки, связанные с актином [81, 82]. Также в перестройках 
цитоскелета участвует динамин-2 [83]. Формирование 
гигантских клеток сопровождается образованием ламел-
лоподий, что происходит при участии Rac1 [81].

На этапе слияния плазмалемм происходят измене-
ния в распределении фосфолипидов: в участках контакта 
фосфатидилсерин перемещается из внутреннего слоя 
мембраны в наружный [84]. Фосфолипиды распознаются 
scavenger-рецепторами CD36 [85]. Предположительно, 
распределение фосфолипидов на мембране изменяется 
с помощью пуринового рецептора Р2Х7: его непродол-
жительная активация изменяет расположение фосфати-
дилсерина на мембране [86]. Р2Х7 необходим для фор-
мирования всех типов гигантских клеток [68]. Наличие 
фосфатидилсерина на наружном слое мембраны явля-
ется признаком, по которому макрофаги распознают 
(с помощью CD36) апоптотические тельца перед их фа-
гоцитозом [87]. Чтобы избежать случайного фагоцитоза, 
данный процесс блокируется с помощью CD47 и его ре-
цептора SIRP-a (MFR) [88].

В слиянии макрофагов принимают участие белки, 
влияющие на процесс слияния других клеток. В част-
ности, на макрофагах обнаружена экспрессия синци-
тина-1 и коннексина-43, которые работают на поздних 
стадиях остеокластогенеза [89, 90]. Доказано, что в сли-
янии участвует ADAM12, однако функция этого белка 
не ясна [91]. Тетраспанины CD9 и CD81 тормозят обра-
зование гигантских клеток из макрофагов, хотя усилива-
ют слияние миобластов и процесс оплодотворения [17, 
92]. Предположительно, эти тетраспанины оказывают 
ингибирующий эффект на матриксную металлопротеазу 
ММР9 [93], которая отщепляет внеклеточные домены 
различных мембранных белков, переводя их в активную 
форму, либо способствуя максимальному сближению 
мембран [76]. Примечательно, что одновременный нока-
ут CD9 и CD81 способствует значительному увеличению 
уровня слияния. Другой тетраспанин CD63, напротив, 
способствует слиянию макрофагов [93].

гетеротипическое слияние клеток костномозгового 
происхождения

Костный мозг является источником клеток, спо-
собных сливаться с множеством других видов клеток 
человеческого организма. Стромальные клетки кост-
ного мозга способны сливаться с миобластами [94], 
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гемопоэтические стволовые клетки (ГСК), предположи-
тельно, сливаются с гепатоцитами [95] и энтероцита-
ми [96], а также между собой [97]. К слиянию с кардиоми-
оцитами, нейронами Пуркинье и гепатоцитами способны 
как клетки миелоидного ряда, так и лимфоциты [98].

Слияние клеток, образовавшихся в костном мозге, 
с клетками печени было подтверждено во время экспери-
ментов на мышах с мутацией в гене Fah (фумарил-ацетоа-
цетат-гидролаза): после пересадки костного мозга от здо-
ровой мыши к мутанту, в гепатоцитах обнаруживалась 
экспрессия Fah, а при пересадках от самцов к самкам 
в некоторых гепатоцитах появлялась Y-хромосома [99]. 
Следует отметить, что, хотя у взрослого человека 30–40 % 
гепатоцитов являются полиплоидными, большая их часть 
образуется из-за нарушения цитокинеза, а не путем сли-
яния [100]. Незначительное количество многоядерных 
гепатоцитов (менее 1 клетки на 30 000 000) образуют-
ся в результате гомотипического слияния [101]. Однако, 
некоторые исследователи [102] отрицают возможность 
слияния ГСК с гепатоцитами. По одной из версий, данное 
слияние происходит спонтанно из-за того, что у модель-
ных животных мембрана гепатоцитов была повреждена 
токсическими агентами, которые использовались для 
изучения процессов повреждения и регенерации печени. 
Кроме того, это явление обнаружено только у модельных 
животных, но не у человека.

Другой вид клеток, способный к слиянию с клетками 
костного мозга, — нейроны Пуркинье [7]. То, что двухъя-
дерные нейроны в мозжечке образуются именно путем 

слияния, было доказано экспериментами с пересадкой 
костного мозга мышей от GPF-позитивных доноров к GFP-
негативным реципиентам противоположного пола (GPF-
зеленый флуоресцентный белок) [103]. Со временем ги-
бридные клетки прекращали экспрессию белков CD11b 
и CD45, характерных для клеток костномозгового про-
исхождения, и начинали экспрессировать зеленый флуо-
ресцентый белок GFP, который находился под контролем 
промотора L7-pcp-2, специфичного для клеток Пуркинье. 
Эти наблюдения указывают на то, что в донорском ядре 
началась экспрессия нейрональных генов [103].

Количество слияний клеток костномозгового проис-
хождения с клетками других тканей значительно увели-
чивается если в этих тканях протекает воспалительный 
процесс, и снижается под воздействием противовоспа-
лительных препаратов (преднизолон) [11, 104], что ука-
зывает связь этого феномена с воспалением. Однако, 
имеющихся данных явно недостаточно, чтобы можно 
было сделать фундаментальные выводы. Данное явление 
требует дальнейшего тщательного изучения. Суммарные 
данные о белках, задействованных на различных этапах 
клеточного слияния, представлены в таблице 2.
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таблица 2. Белки, задействованные на различных этапах слияния клеток

Событие Коммитирование Миграция Адгезия Слияние

Оплодотворение

— —

IZUMO1, Juno
TSSK6
CD9
CD81

Синцитин1
ASCT2

Формирование 
трофобласта

EGF/EGFR
LIF
GM-CSF
Активин А
ХГЧ

—

Е-кадгерин
Кадгерин-11
ZO-1
Эзрин
Коннексин-43

синцитин-1 ASCT2, 
синцитин-2 MFSD2a

Слияние 
миобластов

— IL-4
Маннозный рецептор
CD164
Простациклин

Нефрин
Интегрины
Киндлин
Е-кадгерин
Неогенин
Нефронектин

Синцитины (мужчины)
Myomaker?
Myomerger?

Слияние 
макрофагов

IL-4
IL-13
RANK
TLR-2
TREM-2
DAP-12
M-CSF
CD44
CCL2
DC-STAMP

CCL2
DC-STAMP

Е-кадгерин
Интегрины
CD36
Коннексин-43
MMP9
Тетраспанины

P2X7
Синцитины
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В обзоре представлены данные литературы, касающиеся 
эмбриогенеза, физиологической и репаративной регенерации 
щитовидной железы (ЩЖ) в постнатальном периоде в аспекте 
обоснования наличия в ее тканях стволовых и(или) прогенитор-
ных клеток. Систематизированы данные, касающиеся генети-
ческих и белковых маркеров стволовых клеток ЩЖ, а также 
маркеров их тиреодифференцировки. Обсуждаются нерешен-
ные проблемы и перспективы использования стволовых и(или) 
прогениторных клеток ЩЖ в тканевой инженерии.

ключевые слова: щитовидная железа, стволовые клетки, 
физиологическая и репаративная регенерация.

The review presents literature data on embryogenesis, physi-
ological and reparative thyroid gland (TG) regeneration in the post-
natal period in terms of substantiating the presence of stem/pro-
genitor cells in its tissue. The data concerning genetic and protein 
markers of thyroid stem cells, as well as markers of their thyroid 
differentiation, are systematized. Unresolved problems and per-
spectives of the use of thyroid stem/progenitor cells in tissue engi-
neering are discussed.

keywords: thyroid gland, stem cells, physiological and repara-
tive regeneration.

К наиболее распространенным заболеваниям щитовид-
ной железы (ЩЖ), компрометирующим ее функцию, отно-
сят зоб, аденомы, а также аутоиммунные процессы. В схему 
лечения больных с этими заболеваниями входит замести-
тельная гормонотерапия. Альтернативой заместительной 
гормонотерапии могли бы стать новые, более физиологич-
ные биомедицинские стратегии восстановления ее функ-
ции, и, в частности, клеточная терапия и тканевая инжене-
рия [1, 2]. Однако сегодня биофабрикация эндокринных 
желез пока находится на самых ранних этапах становления, 
являясь, в то же время, одним из наиболее активно развива-
ющихся сегментов биоинженерии органов [2–5].

Обоснованием реальности такого биотехнологиче-
ского подхода к использованию ЩЖ явились результаты 
исследований механизмов физиологической и репара-
тивной регенерации ЩЖ и гиперпластических процес-
сов в этом органе.

Так, было установлено, что в норме клетки ЩЖ 
за жизнь индивидуума обновляются около 5 раз [6, 7]. 
При резекции ЩЖ, она, как и печень, в ряде случаев 
регенерирует до исходного объема [8]. При гемитире-
оидэктомии остаточная ЩЖ гипертрофируется по ме-
ханизму обратной связи [9]. Свидетельством способ-
ности ЩЖ к обновлению являются гиперпластические 
и гипертрофические процессы в этом органе, например, 
при зобе [10]. Эти факты закономерно привели к пред-
положению о наличии в структуре ЩЖ стволовых кле-
ток (СК), а, следовательно, создали предпосылки к воз-
можности биоинжениринга ЩЖ.

Фундаментом этого направления стали эмбри-
ологические исследования, систематизированные 
в ряде обзоров. В частности, T.F. Davis и соавт. (2011) 
представили клеточные и молекулярные механиз-
мы, обеспечивающие развитие ЩЖ мыши и чело-
века [2]. Значимость этих исследований в аспекте 

биоинжениринга состоит в создании основ для понима-
ния того, как из СК ЩЖ in vitro получить дифференци-
рованные тиреоциты (ТЦ) и функционально полноценные 
тиреоидные фолликулы (ТФ). На основе накопленных 
знаний авторами сформирована схема последователь-
ной экспрессии в ранних клетках зародыша ряда транс-
крипционных факторов, обеспечивающих миграцию, 
активацию дифференцировки и функционализацию по-
томков эмбриональных СК (ЭСК) — то есть каскада со-
бытий, приводящих в эмбриогенезе к формированию 
фолликулов ЩЖ.

Так, миграцию и пролиферацию прогениторов, соглас-
но этой схеме, обеспечивает экспрессия Hhex, Titf 1, Foxe-
1 и Pax8. Активация рецептора (r) тиреотропного гормона 
гипофиза (rТТГ) индуцируется экспрессией транскрипци-
онного фактора NIS (sodium iodide symporter). A присо-
единение ТТГ к активному рецептору на поверхности 
прогениторов приводит к активации синтеза тиреоидной 
пероксидазы (ТП), тиреоглобулина (ТГ), и, как следствие — 
к появлению у дифференцирующихся клеток способности 
захватывать йод и синтезировать тиреоидные гормоны. 
Эти процессы сопровождаются формированием фоллику-
лов и дозреванием в них прогениторов до ТЦ. Автор пола-
гает, что часть ЭСК остается в сформированной в эмбри-
огенезе ЩЖ в так называемых «гнездах» — небольших 
скоплениях тиреоцито-подобных клеток между ТФ [2].

В 2012–2013 гг. нескольким группам ученых [1, 
11–13] из ЭСК мыши и далее из ЭСК человека in vitro 
удалось получить ТЦ и ТФ. Протоколы дифференцировки 
ЭСК, использованные в обоих случаях, были сходными. 
Так, R. Ma и соавт. (2013) [12] показано, что для диф-
ференцировки ЭСК мыши в тиреоидном направлении 
необходимы 2 транскрипционных фактора — NKX2-1 
(он же TF-1– тиреотропный фактор-1) и Рах8 (paired 
box gene), которые были описаны группой под руковод-
ством P. Cruss (1998) [14]. Данные гены синергично 
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активируются с генами NIS, rTTГ, ТГ и ТП, если при ин-
дукции тиреодифференцировки использовали активин 
А и ТТГ. Экспрессия генов ТЦ в ЭСК начиналась после 
их трансфекции Рах8 и NKX2-1. При 3D культивирова-
нии ТЦ спонтанно формировали фолликулы [12]. Однако 
функциональность этих фолликулов доказана не была.

В сходных условиях из ЭСК человека удалось полу-
чить in vitro ТФ, в клетках которых были экспрессирова-
ны гены ТГ, ТП и rТТГ [11, 15–22]. Позднее с помощью 
трансфекций генетических конструкций было доказано, 
что и для тиреоидной дифференцировки человеческих 
ЭСК необходима активация тех же транскрипционных 
факторов Рах8 и NKX2-1. Авторы показали, что в клет-
ках сформированных ТФ экспрессирован и NIS, что в со-
четании с экспрессией ТГ и ТП косвенно свидетельству-
ет об активации йод-захватывающего каскада.

Данные об эмбриогенезе ЩЖ в сочетании с дан-
ными о возможности ex vivo дифференцировать ЭСК 
в тиреоидном направлении, а также клинические на-
блюдения физиологической и репаративной регенера-
ции ЩЖ закономерно привели к поиску резидентных 
СК ЩЖ человека как возможному биоматериалу для 
ее биофабрикации.

Идентификация тиреоидных СК была почти одновре-
менно осуществлена несколькими группами ученых [1, 
23–25]. Источником клеток служила ткань ЩЖ, полу-
ченная после оперативных вмешательств по поводу зоба 
Хашимото или гипертиреозов. Общими генетическими 
маркерами этих клеток были Oct4, Pах8, Sox2 и NANOG, 
а дополнительными — GATA-4, HNF4α (энтодермаль-
ные маркеры комитированных СК) и АВС-транспортеры 
(в частности, ABCG2), то есть все те же гены и транскрип-
ционные факторы, которые активированы в ЭСК и в ин-
дуцированных плюрипотентных клетках. По иммунофено-
типу СК ЩЖ характеризовались логичным сочетанием 
признаков — CD34+CD45-. Уникальных (для ЩЖ) марке-
ров СК пока не найдено.

Доля СК в ЩЖ составляет примерно 1/1000 [6]. 
Считается, что для них могут быть установлены, по край-
ней мере, три направления дифференцировки [26, 27]. 
В соответствующих индуцирующих «коктейлях» они спо-
собны дифференцироваться не только в «тиреоидном», 
но и «в адипогенном» направлении, экспрессируя соот-
ветствующие маркеры. А при культивировании с клет-
ками нейробластомы в СК из ЩЖ экспрессировался 
β-тубулин, что косвенно свидетельствует о возможности 
их нейрональной дифференцировки. Таким образом 
«стволовость» этих клеток была подтверждена не толь-
ко экспрессией ансамбля соответствующих генов, 
но и их пластичностью — способностью давать несколько 
клеточных линий.

Популяция СК ЩЖ, как и многих других тканей, оказа-
лась фенотипически неоднородной. Так, N. Hoshi и соавт. 
(2007) в соответствии с экспрессией гена стволовых клеток 
Sca 1 разделили ее на 2 субпопуляции — CD45-, сKit-, Oct4+, 
Sca1+ и CD45-, сKit-, Oct4+, Sca1- [28]. Обе эти субпопуляции 
не экспрессировали маркеры тиреоидной дифференциров-
ки ТГ, rТТГ и транскрипционные факторы ТФ-1 и Pах8.

Кроме того, среди СК ЩЖ была выделена минорная 
популяция клеток –SP (side population), присутствующая 
среди резидентных СК ЩЖ во многих тканях, и не пре-
вышающая 0,3–1,4 % всех клеток ЩЖ [3, 28–30]. 
SP-клетки в ЩЖ, как и общая популяция СК, подраз-
делялась на 2 субпопуляции — Sca1+ и Sca1- [19, 20]. 
Отличительной чертой SP клеток является способность 
выводить прижизненный краситель Hoechst 33342 [28, 
30–33], что обусловлено экспрессией в этих клетках кас-
сеты АВС-транспортеров, и, в частности, АВСG2 [28, 34].

При 3D-культивировании в коллагене [3], на де-
целлюляризированном матриксе [5], в матригеле [28] 
или на оригинальном матриксе с повторяющимися по-
лостями при задаваемом механическом векторе [5] 
СК ЩЖ формируют сфероидные колонии, которые по-
сле индукции тиреоидной дифференцировки реаранжи-
руются в фолликулоподобные структуры, клетки которых 
позитивны по ТГ, ТП и rTTГ, перестают экспрессиро-
вать гены СК и начинают захватывать I125. По мнению 
S. Kimura (2014) тиреосферы формируют вокруг себя 
нишу, в которой СК дифференцируются в ТЦ [3].

Эта сформированная СК in vitro ниша является ана-
логом естественных ниш СК ЩЖ в межфолликуляр-
ном пространстве [3, 30]. Данные об участии SP-клеток 
в морфогенезе in vitro противоречивы: одни авторы отво-
дят им ведущую роль [3], другие считают, что SP-клетки 
не участвуют в образовании фолликулов, оставаясь 
в межфолликулярных территориях [6].

В моделях гипотиреоза, вызванного химическими 
агентами, облучением, резекцией ЩЖ или аутоиммуни-
зацией [3, 30], «помощь» в восстановлении фолликулов 
из СК в ЩЖ оказывают и ММСК, также находящиеся 
в межфолликулярной территории, и, кроме того, возмож-
но, мигрирующие в ЩЖ из костного мозга.

Работы в области молекулярной биологии и биомоде-
лирования с использованием стволовых и (или) прогени-
торных клеток ЩЖ закономерно привели к обсуждению 
проблемы биобезопасности. Ряд важных, накопленных 
к этому времени сведений, представлены ниже.

В СК ЩЖ, в том числе в SP-клетках экспрессирован 
ряд общих со стволовыми опухолевыми клетками (СОК) 
маркеров: Sca1, Oct4, p63 [35–40]. И в СК ЩЖ и в СОК 
ЩЖ активированы сходные сигнальные пути, в частности, 
β-катенин-ассоциированный Wnt сигнальный путь [40]. 
В SP-клетках ЩЖ экспрессирован SТС (стагниокальцин), 
активированный и в опухолевых клетках ЩЖ [29].

Введение животным после тиреоидэктомии первич-
ной культуры клеток из ЩЖ приводило к формированию 
новых фолликулов, количество которых было пропорци-
онально количеству имплантированных клеток, а также 
зависело от уровней Т3, Т4 и ТТГ [41–43]. Однако в от-
дельных случаях в графтах развивались аденомы и недиф-
ференцированные раки ЩЖ. Таким образом, было сдела-
но заключение, что СОК ЩЖ (как и СОК новообразований 
других органов) происходят из резидентных СК ЩЖ [1].

В целом не вызывает сомнений, что физиологическая 
и репаративная регенерация ЩЖ — это реальные процес-
сы, обеспечивающиеся наличием в ткани ЩЖ резидент-
ных стволовых и(или) прогениторных клеток. Это открыва-
ет перспективы клеточной терапии и тканевой инженерии 
ЩЖ. В то же время многие авторы отмечают, что для 
трансляции экспериментальных достижений в клиниче-
скую практику нужно решить ряд проблем: создать прием-
лемые пошаговые (step-by-step) протоколы масштабиро-
вания стволовых и(или) прогениторных клеток ЩЖ ex vivo 
и их дифференцировки, формирования тиреосфер и тире-
оидных фолликулов, контроля их пролиферации и оценки 
их функциональности, включая способность захватывать 
йод и синтезировать гормоны [1, 4, 5]. Не подобраны 
пока и органотипические скаффолды, обеспечивающие 
формирование в биореакторах или при 3D-биопринтинге 
тканевых эквивалентов ЩЖ. Открытым остается вопрос 
об аллотрансплантациях, требующих иммуносупрессивной 
поддержки в аспекте обеспечения длительного фукциони-
рования тканевых эквивалентов ЩЖ в организме реци-
пиента. И, наконец, протоколы биоинжениринга должны 
исключать или минимизировать риск злокачественной 
трансформации клеток на этапах ex vivo.
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Раковые стволовые клетки (РСК) получают все большее 
признание как важные терапевтические мишени для лечения 
злокачественных опухолей. РСК обладают способностью к под-
держанию собственной популяции и непрерывному пополнению 
гетероморфной массы опухоли новыми клетками. Считается, что 
рецидивы заболеваний могут возникать после терапии из-за со-
хранения в организме РСК. Поэтому сейчас особенное внима-
ние уделяется исследованию сигнальных путей, активированных 
в РСК, а также потенциальных терапевтических мишеней, име-
ющихся в фенотипе РСК. Выявленные маркеры, а также компо-
ненты сигнальных путей, используются в доклинических и клини-
ческих исследованиях новых терапевтических подходов, среди 
которых выделяют поиск блокаторов сигнальных путей РСК, соз-
дание вакцин на основе активированных против РСК дендритных 
клеток, а также конструирование химерных антигенных рецепто-
ров для применения в адоптивной клеточной терапии.

ключевые слова: раковые стволовые клетки, иммунотера-
пия, маркеры раковых стволовых клеток, терапия рака.

Cancer stem cells (CSCs) are gaining extensive acknowledge 
as crucial therapeutic targets for treatment of malignant tumors. 
CSCs are able to maintain their population and to constantly gener-
ate newly differentiated tumor cells. Cancer stem cells that escape 
treatment are often considered the main source of tumor relapse. 
Resulting clinical significance had led to extensive studies of stem 
phenotype-contributing signaling pathways that are often abnor-
mally active in cancer stem cells and CSC-specific traits, that could 
be used as selective therapeutic targets. Many CSC-targeting 
therapeutic strategies are currently undergoing clinical trials and 
evaluation, including various stem cell-specific signaling pathway 
inhibitors, cancer vaccines based on CSC-primed dendritic cells, 
monoclonal antibodies and chimeric antigen receptors for adoptive 
cell immunotherapy.

keywords: cancer stem cells, immunotherapy, cancer stem 
cell markers, cancer therapy.

введение
Раковые стволовые клетки (РСК) — субпопуляция 

опухолевых клеток, способная в течение неограничен-
ного или продолжительного времени поддерживать рост 
и развитие злокачественной опухоли [1]. Предполагается, 
что именно эти клетки принимают участие в формирова-
нии лекарственной устойчивости опухоли, а также в про-
цессах метастазирования и возникновения рецидивов 
рака [2]. РСК составляют малую долю общей популяции 
опухолевых клеток, экспрессируют специфический на-
бор маркеров, селективно поддерживают способность 
к онкогенезу, пополняют гетероморфную массу более 
дифференцированных опухолевых клеток, а также обла-
дают устойчивостью к стандартной терапии.

Для успешного проведения комбинированной тера-
пии необходимо уделить должное внимание целенаправ-
ленному уничтожению РСК. Современная биомедицина 
уже владеет целым арсеналом терапевтических агентов; 
продолжается непрерывная разработка новых, направ-
ленных против маркеров РСК и блокирующих их ключе-
вые сигнальные пути. Такие терапевтические средства 
имеют разную природу и могут представлять собой низ-
комолекулярные вещества, моноклональные антитела, 
вакцины на основе дендритных клеток или химерные 
антигенные рецепторы. В этом обзоре мы сопоставили 
целевые мишени-компоненты сигнальных путей РСК 
и направленные против них наиболее перспективные те-
рапевтические агенты в контексте проводимых доклини-
ческих и клинических испытаний.

терапия против компонентов сигнальных путей, 
активных в рск

В РСК активны некоторые сигнальные пути, ха-
рактерные для нормальных стволовых клеток, такие 
как Notch, Wnt и Hedgehog (рис. 1) [3]. Аномальная 

активность сигнальных каскадов, контролирующих са-
мообновление стволовых клеток и процессы эмбрио-
нального развития и дифференцировки, может являть-
ся ключевым фактором онкогенного потенциала РСК. 
Эмбриональные сигнальные пути тесно переплетены 
с сигнальными путями, которые обеспечивают рост, 
пролиферацию и репарацию ДНК, такими как NF-κB, 
STAT3, MAPK и PI3K [4], поэтому и они могут служить 
важными терапевтическими мишенями для блокирова-
ния самообновления и пролиферации РСК и подавле-
ния опухолевой прогрессии (рис. 1). Вопрос о том, как 
воздействовать на мишени РСК, не затрагивая жизнен-
новажных участников сигнальных каскадов нормаль-
ных клеток, до сих пор не решён и требует дальнейшего 
изучения.

Сигнальный путь Notch
Сигнальный путь Notch участвует в процессах диффе-

ренцировки плюрипотентных эмбриональных стволовых 
клеток, регулирует количество и активность стволовых 
клеток в контексте возрастной дегенерации тканей, вос-
становления тканей после повреждения и, кроме того, 
при злокачественном перерождении клеток [5].

Передача сигнала инициируется связыванием ли-
гандов DLL (Delta-like ligand) или Jagged на поверхности 
передающей клетки с Notch-рецептором эффекторной 
клетки, после чего внутриклеточный домен Notch отще-
пляется гамма-секретазой и перемещается в ядро, где 
запускает транскрипцию Notch-специфичных генов [3]. 
К ним относятся гены семейства HES (Hairy and enhancer 
of split), отвечающие за поддержание пула нейральных 
стволовых клеток; Myc, принимающий участие в регуля-
ции клеточного цикла, апоптоза и клеточной трансфор-
мации; p21, регулирующий клеточный цикл на стадиях 
G1 и S, а также процессы клеточного старения [6–8].
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рис. 1. Участники сигнальных каскадов, активных в РСК, как потенциальные мишени для терапии опухолевой прогрессии. 
Основные мишени разрабатываемых методов лечения обозначены символом . IL-1R — Interkeukin 1 receptor; AT R — Antigen 
receptor; TNFR — TNF receptor; TLR — Toll-like receptor; TAK1 — TGFb-activated kinase 1; IKK — IκB kinase; NIK — NF-κB-inducing 
kinase; LRP5/6 — Lipoprotein receptor-related protein 5 or 6; Dvl — Disheveled; DLL-4 — Delta-like ligand 4; Hh — Hedgehog; Smo — 
Smoothened; RTK — Receptor tyrosine kinase; PI3K — Phosphatidylinositol 3-kinase

Терапия
Было найдено несколько агентов, блокирующих сиг-

нальный путь Notch за счет подавления гамма-секрета-
зы в РСК различных опухолей [4, 9]. Гамма-секретазу 
способны ингибировать низкомолекулярные вещества 
MK0752, RO4929097, PF-03084014 [3, 10, 11]. 
MK0752 подавлял сигнальный путь Notch в опухоле-
вых ксенографтах рака молочной железы, усиливая 
воздействие препарата доцетаксела [12]. Препарат 
RO4929097 прошел первую фазу клинических испыта-
ний в группе пациентов с местно-распространенными со-
лидными опухолями и вызвал частичный ответ, полный 
ответ или стабилизацию заболевания у некоторых паци-
ентов с колоректальной аденокарциномой, эпителиоид-
ной саркомой и меланомой [13]. Перспективным, хоро-
шо переносимым препаратом является и PF-03084014: 
в ходе испытаний в группе пациентов с агрессивным 
фиброматозом у 29 % пациентов наблюдался частичный 
ответ на терапию [11].

Блокирование сигнального пути Notch также можно 
проводить с помощью антител против DLL-4 и рецеп-
торов Notch (рис. 1), некоторые антитела против DLL-4, 
способные подавлять активность РСК, уже проходят кли-
нические испытания [14, 15]. Ряд препаратов на основе 
гуманизированных моноклональных антител против DLL-
4 тестируются среди пациентов с раком желудка, легких, 
яичника, колоректальной карциномой и некоторыми дру-
гими солидными опухолями, при этом активность в отно-
шении РСК у таких антител сочетается со стимуляцией 
аберрантного роста опухолевой сосудистой сети, что так-
же способствует подавлению развития опухоли [14–18]. 
В группе пациентов с солидными опухолями проведены 

испытания фазы I моноклонального антитела к DLL-
4 энотикумаба (enoticumab, REGN421), препарат пока-
зал хорошую переносимость, малую частоту серьезных 
побочных эффектов (у 4 пациентов из 53); частичный 
ответ на терапию или стабилизация заболевания наблю-
дались у 18 пациентов [16]. Первую фазу клинических 
испытаний проходит и OMP-305B83 — биспецифич-
ное антитело против DLL-4 и VEGF (Vascular endothelial 
growth factor). Препарат тестируется среди пациентов 
с метастатическим раком толстой кишки в комбинации 
с терапией FOLFIRI, и среди пациентов с раком легких 
в комбинации с карбоплатином и пеметрекседом [19]. 
Такая же комбинация использовалась в испытаниях 
фазы Ib в группе пациентов с немелкоклеточным раком 
легкого для другого антитела к DLL-4 — демцизумаба, 
в ходе которых у 20 пациентов из 40 наблюдался ответ 
на терапию [20]. Другой перспективный препарат OMP-
52M51, или бронтиктуцумаб (brontictuzumab) — моно-
клональное антитело, связывающееся непосредственно 
с рецептором Notch-1 [21]; доклинические исследования 
выявили, что блокирование Notch-1 при помощи OMP-
52M51 приводит к подавлению роста РСК, стимулирует 
клеточную дифференцировку и останавливает опухоле-
вый ангиогенез [22, 23]. OMP-52M51 уже прошел фазу 
I испытаний среди пациентов с различными солидными 
и лимфоидными опухолями, показал хорошую перено-
симость и вызвал частичный ответ и стабилизацию за-
болевания у 17 % пациентов [24]. Антитело OMP-59R5 
(тарекстумаб, tarextumab) против Notch-2/Notch-3 спо-
собно снижать размер фракции РСК различных опухолей 
и вызывает регрессию ксенографтов рака поджелудоч-
ной железы [19, 25]. За клиническими испытаниями 
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первой фазы OMP-59R5 (NCT01277146) последовали 
испытания фазы Ib/II среди пациентов с раком желудка 
и легких (NCT01647828, NCT01859741) [21].

Сигнальный путь Hedgehog
Сигнальный путь Hedgehog (Hh) регулирует поляр-

ность клеток, участвует в организации структуры тканей 
и сохранении пулов стволовых клеток в ходе эмбриональ-
ного развития [3]. Нарушения регуляции этого сигналь-
ного пути могут приводить к опухолевой трансформации 
клеток широкого спектра тканей [26].

Передача сигнала происходит в результате связыва-
ния растворимого Hh с рецептором Ptch [3]. В комплексе 
с Hh, Ptch теряет способность ингибировать транспорт 
белка Smoothened (Smo) в первичные цилии, в результа-
те Smo запускает транскрипционные факторы, регулиру-
ющие Hh-зависимые гены (рис. 1). К запускаемым фак-
торам принадлежит семейство GLI, включающее в себя 
как репрессоры, так и активаторы транскрипции, причем 
соотношение активных факторов из каждой группы опре-
деляется взаимодействием сигнального пути Hh с други-
ми сигнальными путями [27]. Баланс между формами 
GLI-активаторов и GLI-репрессоров может регулировать 
«стволовые» свойства клеток, организацию структуры 
ткани, а также процесы опухолевой трансформации и ме-
тастазирования [3, 27].

Hh регулирует и другие мишени, сопряженные с под-
держанием РСК, в частности, NANOG и BMI1. Эффекторы 
сигнального пути Hedgehog — GLI1 и GLI2 — напрямую 
могут связываться с цис-регуляторной последователь-
ностью гена NANOG, активируя его транскрипцию [28]. 
Транскрипционный репрессор BMI1 из семейства 
Polycomb-group участвует в регуляции процессов старе-
ния, апоптоза и дифференцировки, а также процессов им-
мортализации клеток и стимуляции их пролиферации [29]. 
Принято считать, что злокачественные клетки некоторых 
типов опухолей, обладающие повышенной экспрессией 
BMI1, являются РСК [29, 30]. В РСК медуллобластомы 
и рака молочной железы экспрессия BMI1 регулируется 
сигнальным путем Hedgehog: GLI1 предпочтительно свя-
зывается с промотором BMI1 и уровень транскрипции 
BMI1 коррелирует с экспрессией GLI1 [30, 31].

Терапия
GDC-0449, или висмодегиб (vismodegib), является 

низкомолекулярным антагонистом Smo, который ингиби-
рует сигнальный путь Hedgehog [32]. Препарат прошел 
первую фазу испытаний среди пациентов с солидными 
опухолями (NCT00607724), в ходе которых показал 
хорошую переносимость и обнадеживающую противо-
опухолевую активность [33]. Будучи антагонистом Hh, 
GDC-0449 подавляет активность транскрипционных 
факторов GLI1 и GLI2, и вызывает апоптоз панкреатиче-
ских РСК [34]. Другие антагонисты Smo, а также низко-
молекулярные ингибиторы внутриклеточных участников 
сигнального каскада Hh, также показали свою эффек-
тивность в исследованиях на животных и в клинических 
испытаниях [3, 32].

Сигнальный путь Wnt
Белки семейства Wnt — сигнальные молекулы, кон-

тролирующие множество биологических процессов 
в клетке, включая развитие и онкогенез [35]. Тип молеку-
лы Wnt, связывающейся с рецептором Frizzled (Fz) и его 
корецептором, определяет запуск канонического или не-
канонического путей передачи сигнала. [3].

При связывании канонического лиганда Wnt (на-
пример, WNT1, WNT3A, WNT7A или WNT8 [36]) 

с рецептором Fz и его корецепторами LRP5/6 (lipoprotein 
receptor-related protein 5 или 6), Fz образует комплекс 
с белком Disheveled (Dvl), который дестабилизирует ком-
плекс белков (аксин, APС, CK-1 и GSK-3β), разрушающих 
β-катенин (рис. 1). Накапливающийся в цитозоле и ядре 
β-катенин формирует комплекс с TCF/LEF (T-cell factor/
lymphoid enhancer factor), в результате запускается 
транскрипция зависимых генов [37]. Применительно 
к функционированию РСК, наиболее важными участни-
ками сигнального пути Wnt являются транскрипционные 
факторы OCT4, SOX2 и NANOG.

OCT4
Транскрипционный фактор OCT4 признан в качестве 

маркера РСК рака желудка, мочевого пузыря, печени, 
молочной железы, плоскоклеточной карциномы полости 
рта, головы и шеи [38–41]. G. Ravindran с соавт. (2015) 
выявили положительную корреляцию между экспрес-
сией OCT4, NANOG и β-катенина [38]. Интересно, что 
Helicobacter pylori также может приводить к повыше-
нию экспрессии NANOG и OCT4 через сигнальный путь 
Wnt/β-катенин и усиливать способность к самообнов-
лению РСК рака желудка, в том числе благодаря повы-
шению экспрессии CD44 и c-Myc [39]. OCT4 может не-
каноническим способом активировать сигнальный путь 
Wnt/β-катенина в CD133+ РСК рака печени с помощью 
микро-РНК miR1246: OCT4 вызывает повышение уров-
ня miR1246, мишенями которой являются мРНК акси-
на и GSK-3β, что подавляет активность комплекса де-
струкции β-катенина, который в свою очередь запускает 
экспрессию генов, контролирующих самообновление, 
устойчивость к лекарственным препаратам, онкогенный 
потенциал клеток и процессы метастазирования [40].

SOX2
SOX2 экспрессируется в РСК плоскоклеточного рака 

гортани, плоскоклеточного рака кожи, сарком детского 
возраста (саркомы Юинга, рабдомиосаркомы и остео-
саркомы) и опухолей мозга [42–44]. В опытах на мышах 
с введенным SOX2-зависимым репортером и на мышах-
опухоленосителях было показано, что SOX2 отсутствует 
в клетках нормального эпидермиса, но детектируется 
в значительном количестве пре-неопластических кож-
ных опухолей мышей и человека, а также в инвазивных 
РСК плоскоклеточной карциномы [42]. В клетках остео-
саркомы, обладающих молекулярным фенотипом РСК, 
оказались значительно повышены не только уровни 
β-катенина и циклина D1, но и уровни белков, ассоцииро-
ванных со стволовыми свойствами, в том числе CD133, 
OCT4, SOX2 и NANOG [43]. Такие клетки проявляли по-
вышенную инвазивность, способность к самообновле-
нию и пролиферации, а также к формированию опухолей 
in vivo. На клетках плоскоклеточного рака гортани было 
показано, что гиперэкспрессия SOX2 обеспечивает спо-
собность клеток к инвазии и миграции [44].

NANOG
Во многих РСК повышены уровни гетеродимеров 

OCT4 и SOX2, а взаимодействие OCT4 и SOX2 с про-
моторной областью NANOG индуцирует транскрипцию 
этого гена [45]. Транскрипционный фактор NANOG 
считается маркером РСК большого количества опухо-
лей, в частности, плоскоклеточного рака головы и шеи, 
рака легких, простаты, печени, молочной железы, лей-
кемии, глиобластомы, колоректальной аденокарциномы 
и др. [28, 41, 46]. Экспрессия NANOG может также ре-
гулироваться сигнальными путями Hedgehog, PI3K/Akt 
и некоторыми другими [28]. Достоверно показано, что 
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NANOG обладает онкогенным потенциалом: повышение 
экспрессии NANOG в неонкогенных клетках линии HEK-
293 приводило к злокачественной трансформации, со-
провождавшейся усиленной пролиферацией и формиро-
ванием опухолей у бестимусных мышей линии Nude [47]. 
Экспрессия OCT4 и NANOG в клетках аденокарциномы 
легких повышала процент CD133+ субпопуляции и стиму-
лировала формирование маммосфер, усиливала устой-
чивость к лекарственным препаратам и способствовала 
эпителиально-мезенхимальному переходу (ЭМП) [46]. 
В клинических исследованиях обнаружено, что высо-
кий уровень экспрессии NANOG и OCT4 ассоциирован 
со сниженной общей выживаемостью пациентов с пло-
скоклеточной карциномой головы и шеи [41].

Терапия
Низкомолекулярное вещество куркумин способно ин-

дуцировать апоптоз путем подавления OCT4, что было 
продемонстрировано на клетках эмбриональной терато-
карциномы [48]. Куркумин индуцирует активацию GSK-
3β, ингибируя сигнальный путь Wnt в результате протеа-
сомной деградации β-катенина.

Для имитации некоторых природных ингибиторов 
Wnt были синтезированы антитела к LRP6. Однако 
было выявлено, что подавление антителами одних изо-
форм Wnt, может способствовать усилению действия 
других изоформ, поэтому для определения полного 
спектра действия таких антител необходимы дальней-
шие исследования [49]. Другие ингибиторы действуют 
путем связывания лиганда Wnt, в частности, препарат 
OMP-54F28 представляет собой растворимый рецептор 
Wnt, в состав которого входят домены FZD8 и Fc [50]. 
Доклинические испытания показали, что OMP-54F28 по-
давляет опухолевый рост колоректальной аденокарци-
номы, рака легких, молочной железы и поджелудочной 
железы [50]. OMP-54F28 прошел первые фазы клини-
ческих испытаний в комбинации с сорафенибом в группе 
пациентов с гепатоцеллюлярной карциномой, в комбина-
ции с паклитакселом и карбоплатином в группе пациенток 
с раком яичника, в комбинации с паклитакселом и гемци-
табином в группе пациентов с терминальными стадиями 
рака поджелудочной железы и в составе монотерапии 
в группе пациентов с различными солидными опухоля-
ми [51]. Еще одним подходом к прерыванию сигнально-
го пути Wnt является блокирование рецепторов Frizzled. 
Моноклональное антитело OMP-18R5, или вантиктумаб 
(vantictumab), селективно связываясь с Fz-рецепторами, 
снижает содержание РСК и подавляет рост человеческих 
ксенотрансплантов колоректальной аденокарциномы, 
рака молочной железы и поджелудочной железы [52]. 
OMP-18R5 прошел первую фазу испытаний в группе 
пациентов с распространенными солидными опухолями 
(NCT01345201), продолжается отбор пациентов для 
участия в другом испытании препарата (NCT01973309).

Сигнальный путь PI3K/Akt/mTOR
Сигнальный путь PI3K/Akt/mTOR часто активирует-

ся в РСК различных типов опухолей [53]. Этот сигналь-
ный путь пока остается не до конца изученным; здесь 
приводятся его этапы, ключевые для поддержания попу-
ляции РСК.

После связывания лиганда с рецепторными тиро-
зиновыми киназами происходит фосфорилирование 
PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase), которая, в свою оче-
редь, активирует серин-треониновую киназу AKT [54]. 
AKT способна подавлять апоптоз, воздействуя на белок 
BAX и активировать синтез белка через S6K, что стиму-
лирует пролиферацию [55]. AKT запускает активацию 

киназы mTOR как путем ее прямого фосфорилирова-
ния, так и путем ингибирования TSC2 (тuberous sclerosis 
complex 2) — негативного регулятора mTOR [56]. На мо-
дели рака простаты было показано, что возникновение 
радиорезистентности, связанное с эпителиально-ме-
зенхимальным переходом (ЭМП) и усилением проявле-
ния фенотипических признаков РСК, происходит за счет 
активации PI3K/AKT/mTOR [57]. В обзоре L. Chang 
и соавт. (2015) сообщается, что ингибиторы mTOR зна-
чительно снижают выживаемость РСК многих типов 
опухолей, в частности, глиобластомы, рака простаты, мо-
лочной железы, поджелудочной железы, колоректальной 
аденокарциномы и некоторых других [58]. Подавление 
mTOR также снижает активность альдегиддегидрогена-
зы 1 (ALDH1) — маркера РСК колоректальной карцино-
мы и других видов рака, ответственного за формирова-
ние химиорезистентности [53].

Терапия
Сигнальный путь PI3K/AKT/mTOR считается перс-

пективной мишенью для препаратов, направленных 
на уничтожение РСК: были найдены ингибиторы его ком-
понентов, действующие против РСК различных опухолей 
(рис. 1) [53]. Проходят доклинические и клинические ис-
пытания I-III фазы ингибиторы PI3K, AKT, mTOR, а также 
ингибиторы двойного действия, воздействующие одно-
временно на мишени PI3K/mTOR [53, 58–62].

Препарат рапамицин оказался способен значитель-
но снижать пролиферацию и онкогенный потенциал РСК 
глиобластомы в опытах in vitro, однако в опытах in vivo эф-
фект был чрезвычайно низким [59]. Модифицированные 
аналоги рапамицина — эверолимус, темсиролимус и ри-
дафоролимус — были намного эффективнее [60, 61]. 
Детальный анализ результатов клинических испытаний 
этих и некоторых других препаратов представлен в обзо-
ре Z. Huang с соавт. (2015) [63].

Белок mTOR может существовать в составе двух 
типов структурно и функционально отличающихся ком-
плексов: mTORC1 или mTORC2 [58]. Рапамицин и его 
производные подавляют только mTORC1, поэтому бо-
лее перспективными выглядят двойные ингибиторы 
mTORC1/2 [58, 62, 64].

Интересно, что уничтожение РСК рака молочной 
железы и подавление формирования маммосфер 
происходит и под действием препарата метформина. 
Предположительно, противоопухолевое действие мет-
формина обусловлено модулированием сигнального 
пути mTOR и снижением уровней ряда характерных мар-
керов РСК — CD44, CD133, ALDH1 и EpCAM [53].

Сигнальный путь NF-κB
Сигнальный путь NF-κB принимает участие в поддер-

жании, экспансии, пролиферации и выживании РСК [65]. 
Семейство транскрипционных факторов NF-κB состоит 
из пяти белков: RELA (p65), RELB, c-REL, NF-κB1 (пред-
шественник p105, подвергается процессированию 
до p50) и NF-κB2 (p100, процессируется до p52) [66].

Передача сигнала через NF-κB может осущест-
вляться каноническим и неканоническим способами 
(рис. 1) [67, 68]. Канонический транзиентный путь за-
пускается после активации рецепторов семейства TNFR 
(tumor necrosis factor receptor), рецепторов интерлей-
кина 1, рецепторов антигенов и некоторых рецепторов 
системы врожденного иммунитета, например TLR4 
(Toll-like receptor 4). Затем, киназа TAK1 (Transforming 
growth factor beta-activated kinase 1) активирует тройной 
комплекс IKK (IκB kinase), состоящий из IKKα, IKKβ и IKKγ 
(NEMO) [67, 68]. Это приводит к фосфорилированию 
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и дальнейшей протеасомной деградации белка IκBα, 
связывающего цитоплазматический NF-κB. В ре-
зультате гетеродимер RELA/p50 высвобождается 
и перемещается в ядро, где запускает гены широкого 
спектра действия [67, 68]. Неканонический путь иници-
ируется некоторыми рецепторами семейства TNFR, та-
кими как CD40, BAFFR, рецептором лимфотоксина β или 
RANK [68]. В запуске принимают участие киназа NIK 
(NF-kappa-B-inducing kinase) и IKKα, фосфорилирующая 
p100, что приводит к его процессингу и устойчивой ак-
тивации комплекса RELB/p52 [67, 68].

Повышенная экспрессия членов семейства NF-
κB в РСК была зафиксирована при остром миелоидном 
лейкозе, раке простаты, яичника и глиобластоме [69]. 
Кроме того, фактор NF-κB часто упоминается в контек-
сте ERBB2-зависимого рака молочной железы, в ко-
тором NF-κB выполняет роль регулятора процессов 
самообновления в РСК, причем между экспрессией 
NF-κB и ERBB2 наблюдается положительная обратная 
связь [70]. Предположительно, взаимосвязь ERBB2-
NF-κB-ERBB2 активируется как механизм выживания 
РСК при радиотерапии, что приводит к появлению ра-
диорезистентных РСК [71]. Активацию NF-κB также вы-
зывает гиперэкспрессия BMI1, что косвенно указывает 
на то, что BMI1 регулирует стволовые свойства клеток 
путем модуляции экспрессии NANOG через сигнальный 
путь NF-κB [70]. Помимо этого, NF-κB может напрямую 
регулировать экспрессию генов CD44, SOX2 и NANOG 
в РСК некоторых опухолей in vitro и in vivo [70, 72], а так-
же участвовать в активации сигнального пути Notch 
в опухолях молочной железы базального типа, способ-
ствуя экспансии РСК [73].

Терапия
Многие широко известные химиотерапевтические 

средства действуют через сигнальный путь NF-κB: мет-
формин обладает способностью селективно подавлять 
ядерную локализацию NF-κB в РСК рака молочной желе-
зы [74, 75], дисульфирам подавляет NF-κB в РСК рака 
молочной железы и глиобластомы [76, 77], а куркумин 
ингибирует комплекс NIK/IKKα [78]. Несмотря на то, 
что NF-κB является перспективной молекулярной ми-
шенью для терапии, клинические испытания препарата 
для лечения глиом сульфасалазина (sulfasalazine) — 
селективного ингибитора NF-κB и цистеин/глутамат-
ного антипорта — оказались малоуспешными [77]. 
В то же время комбинация дисульфирама с гемцитаби-
ном (gemcitabine) считается более перспективной: дис-
ульфирам может усиливать цитотоксический эффект 
гемцитабина на РСК глиобластомы путем подавления 
как NF-κB, так и ALDH [77].

В обзорной статье 2013 г. [79] рассматривается 
значительное количество ингибиторов NF-κB, в том 
числе и агенты, подавляющие IKKα и IKKβ [79, 80]. 
Интересно, что один из таких препаратов является 
ингибитором Hsp90 (Heat shock protein 90) — шапе-
рона, необходимого для стабильного функционирова-
ния некоторых важных белков, в частности, AKT, IKKα 
и IKKβ [80]. Низкомолекулярное вещество гелданамицин 
(geldanamycin) обладает способностю подавлять взаи-
модействие Hsp90 с NIK, что приводит к деградации NIK 
и последующему блокированию процессинга p100 [81]. 
Однако, некоторые авторы выражают опасения, что про-
должительное блокирование IKKβ-опосредованного ка-
нонического сигнального пути, равно как и киназы NIK, 
может привести к развитию гиперэозинофильного син-
дрома, что наблюдается у NIK-нокаутных мышей [73]. 
Для терапии рака молочной железы с метастазами 

в кости в РФ в 2011 г. одобрено (с 2016 г. — включено 
в список ЖНВЛП) моноклональное антитело деноcумаб 
(denosumab), которое нейтрализует лиганд рецептора 
RANK и блокирует NIK/IKKα-опосредованную актива-
цию NF-κB, [73].

таргетная терапия против маркеров рск cd19
B-лимфоцитарный антиген — маркер, встречающийся 

в РСК множественной миеломы и лейкемии (рис. 2) [82, 
83]. Было показано, что клетки, в которых происходила 
экспрессия CD19, индуцировали лейкемию: при транс-
плантации CD19+ клеток от человека мышам NOD/SCID, 
у последних устанавливался полностью идентичный че-
ловеку фенотип лейкемии [84].

рис. 2. Варьирование маркеров РСК в зависимости 
от онкологического заболевания. Экспрессия некоторые 
молекул характерна лишь для ограниченного круга 
онкопатологий, например, ERBB2/HER2 при РМЖ. Другие 
молекулы более универсальны и экспрессируются при 
большем числе заболеваний, как, например, CXCR7

CD19 активно используется в качестве мишени для 
иммунотерапии B-клеточных неоплазий. Среди паци-
ентов с хроническим миелоидным лейкозом прошла 
первая фаза клинических испытаний (NCT01161511) 
препарата MOR208 (XmAb5574), который является мо-
ноклональным антителом к CD19 с модифицированным 
Fc фрагментом [85]. Разработаны и испытываются ряд 
других моноклональных антител к CD19 и их конъюгаты: 
SAR3419, MEDI-551, SGN-CD19A, XmAb5871, MDX-
1342, AFM11, блинатумомаб (blinatumomab) [86], при-
чем AFM11 и блинатумомаб являются биспецифичными 
антителами к CD19 и CD3.

На основе моноклональных антител к CD19 созданы 
и применяются химерные антигенные рецепторы, или 
ХАР (Chimeric Antigen Receptors, CARs), в состав которых 
входит антиген-связывающий домен и внутриклеточный 
сигнальный домен для активации Т-лимфоцитов [87]. 
После терапии Т-клетками с ХАР к CD19, полная ре-
миссия наблюдалась в 90 % случаев заболеваний детей 
и взрослых с острым лимфобластным лейкозом [88]. 
Т-клеточные препараты показали свою эффективность 
при множественной миеломе, лимфоме, хроническом 
и остром лимфолейкозе [47].

CD20
Другой B-лимфоцитарный антиген, CD20, характе-

рен для РСК миеломы, меланомы, лейкемии [89–91]. 
CD20 принимает участие в активации В-лимфоцитов, 
их пролиферации и обеспечении оптимального иммун-
ного ответа, в том числе и против Т-независимых анти-
генов [92]. Лиганд молекулы CD20 пока остается неиз-
вестен [93]. Согласно некоторым данным, миеломные 
стволовые клетки — это B-лимфоциты, экспрессирую-
щие CD20 и не экспрессирующие CD138 [89], однако 
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более современные результаты опровергают данное 
наблюдение: T. Paino с соавт. (2012) утверждают, что 
CD20 не связан с фенотипом РСК множественной 
миеломы [94]. CD20+ B-клетки острого миелоидного 
лейкоза обладают лейкогенным потенциалом, что па-
радоксально, поскольку CD20 является маркером зре-
лости B-клеток [91].

В исследовании 2011 г. было показано, что элимина-
ция CD20+ стволовых клеток меланомы, составляющих 
всего 2 % опухоли, полностью излечивала заболевание 
в опытах с мышами-опухоленосителями [90]. Препарат 
на основе моноклонального антитела к CD20, ритук-
симаб (rituximab), успешно прошел фазу II испытаний, 
в которых приняли участие 131 пациент с мантийно-
клеточной лимфомой, иммуноцитомой и мелкоклеточ-
ной лимфоцитарной лимфомой [95]. Ритуксимаб отно-
сят к моноклональным антителам первого поколения; 
ко второму поколению принадлежат гуманизированные 
или полностью человеческие антитела окрелицумаб 
(ocrelizumab), велтуцумаб (veltuzumab) и офатумумаб 
(ofatumumab); а к третьему — гуманизированные препа-
раты с модифицированными фрагментами Fc и адапти-
рованными эффекторными функцями [96].

CD33
Трансмембранный рецептор клеток миелоидного 

ряда CD33 является маркером лейкемических стволо-
вых клеток [97, 98]. CD33 способствует регуляции кле-
точной дифференцировки и присутствует на поверхности 
80–90 % лейкемических клеток у пациентов с ОМЛ [98]. 
A. Ehninger и соавт. (2014) в своем обзоре обращают 
внимание на то, что CD33 встречается исключительно 
на гемопоэтических клетках и отсутствует на нормаль-
ных стволовых клетках-предшественницах, что делает 
этот маркер практически идеальной мишенью для на-
правленной терапии ОМЛ [99].

В 2000 г. для терапии ОМЛ в США был одобрен препа-
рат Гемтузумаб озогамицин, или Милотарг (Gemtuzumab 
ozogamacin (GO), Mylotarg), представляющий собой 
связанное с противоопухолевым антибиотиком кали-
хеамицином моноклональное антитело к CD33 [98]. 
Неоднозначные результаты последующих испытаний 
остановили внедрение препарата, однако в 2017 г., по-
сле завершения дополнительных клинических испыта-
ний III фазы (NCT00091234, NCT00372593), препарат 
был повторно одобрен в качестве средства для терапии 
острого миелоидного лейкоза. Последние данные связы-
вают эффективность действия милотарга с генотипом 
пациента с ОМЛ [100].

CD44
CD44 — рецептор гиалуроновой кислоты, маркер 

РСК рака мочевого пузыря, молочной железы, желудка, 
головы и шеи, яичников, поджелудочной железы, проста-
ты, колоректальной аденокарциномы и лейкемии [101–
106]. CD44 активирует низкомолекулярный гиалуронан, 
что индуцирует процессы клеточной миграции и инвазии, 
также он может служить корецептором для некоторых 
онкогенных белков, например, ERBB2 [106]. Изоформа 
CD44v играет ключевую роль в регуляции химио- и ра-
диорезистентности РСК, их способностей к самообнов-
лению, метастазированию и инициации опухоли [103]. 
CD44 регулируется сигнальным путем Wnt, но может 
и сам выступать в роли регулятора Wnt: снижение экс-
прессии CD44 уменьшает активность Wnt, а увеличение, 
соответственно, усиливает [107, 108].

Комбинация гуманизированного моноклональ-
ного антитела к изоформе CD44v6 биватуцумаба 

(bivatuzumab) и цитотоксического агента мертанзина 
(mertansine) в экспериментах in vivo подавляла рост 
плоскоклеточного гипофарингеального рака за счет 
блокирования G2/M фазы клеточного цикла, т. е. оста-
новки митоза [109]. Препарат прошел испытания среди 
пациентов с плоскоклеточной карциномой головы и шеи 
(NCT02254018), а также с метастатическим раком мо-
лочной железы (NCT02254005) [110]. Другое моно-
клональное антитело против CD44, RO5429083, или 
RG7356, прошло первые фазы клинических испытаний 
среди пациентов с ОМЛ и CD44+ солидными опухоля-
ми, показав хорошую переносимость и безопасность 
(NCT01641250, NCT01358903) [111].

CD47
CD47 является маркером РСК рака молочной 

железы, мочевого пузыря и лейкемии [112–114]. 
Гиперэкспрессия CD47 способствует поддержанию фе-
нотипа РСК [112] и позволяет раковым клеткам избе-
гать фагоцитоза макрофагами в результате связывания 
с макрофагальным поверхностным белком SIRPα (Signal-
Regulated Protein Alpha) [115]. В опухолевых клетках 
экспрессия CD47 активируется HIF-1 (Hypoxia-inducible 
factor 1) [112].

Блокирующие моноклональные антитела про-
тив CD47 Hu5F9-G4 сейчас проходят первую и вто-
рую фазы клинических испытаний среди пациен-
тов с распространенными солидными опухолями, 
ОМЛ и B-клеточной неходжскинской лимфомой 
(NCT02216409, NCT02953782, NCT02678338, 
NCT02953509) [116]. Hu5F9-G4 стимулируют фаго-
цитоз и элиминацию ОМЛ, неходжскинской лимфомы 
и многих солидных опухолей на ксенографтных моделях, 
показывая при этом хорошие результаты в исследова-
ниях токсикокинетики препарата. Также Hu5F9-G4 ока-
зались эффективными в опытах in vitro и in vivo в от-
ношении агрессивных детских опухолей мозга [117]. 
Аналогичный эффект имеет и гуманизированный вари-
ант мышиного блокирующего антитела B6H12 [118].

CD133
CD133 встречается на РСК рака легких, яичника, 

поджелудочной железы, головы и шеи, колоректаль-
ной аденокарциномы и глиобластомы [41, 106, 119]. 
Биологическая функция CD133 не полностью ясна, 
специфическая локализация белка указывает на то, что 
он необходим для организации топологии клеточной 
мембраны [120]. CD133 является довольно противоре-
чивым маркером РСК: согласно одним данным клетки 
с фенотипом CD133+ обладают многими стволовыми 
свойствами, устойчивостью к химиотерапии и способны 
индуцировать формирование опухолей в ксенографт-
ных моделях; согласно другим — популяция клеток с фе-
нотипом CD133- обладает такими же свойствами, что 
и CD133+ [120]. Показано, что онкосупрессор p53 может 
подавлять экспрессию CD133, что, в свою очередь, сни-
жает экспрессию стволовых транскрипционных факто-
ров NANOG, OCT4, SOX2 и c-MYC, и наоборот, снижение 
CD133 может опосредовать супрессорную активность 
белка p53 [121]. Ген PROM1, кодирующий белок CD133, 
регулируется сигнальным путем Wnt [107].

BsAb-CIK — биспецифичное моноклональное ан-
титело к CD133 и CD3, связанное с цитокин-инду-
цируемыми Т-киллерами, [122] показало высокую 
эффективность in vitro и in vivo против опухолей подже-
лудочной железы и рака печени. Специфичным связыва-
нием с CD133 и действием против РСК также обладает 
химерный белок dCD133KDEL, представляющий собой 
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scFv (single-chain variable fragment, одноцепочечный 
фрагмент антитела) к CD133, слитый с модифицирован-
ным псевдомонадным экзотоксином А, что обеспечивает 
уничтожение опухолевых клеток без развития иммунного 
ответа на токсин (NCT02845414) [15].

ERBB2
ERBB2/HER2 — тирозиновая протеинкиназа из се-

мейства рецепторов эпидермального фактора роста 
EGFR/ERBB, с которой часто ассоциирован рак молоч-
ной железы [123]. Гиперэкспрессия ERBB2 наблюдается 
у 25–30 % пациенток с РМЖ [71] и указывает на небла-
гоприятный прогноз течения заболевания [124]. ERBB2 — 
предпочтительный партнер димеризации для всех рецепто-
ров семейства ERBB [125]. После димеризации рецептора 
происходит аутофосфорилирование его цитоплазматиче-
ского домена и запускается целый ряд сигнальных каска-
дов, направленных на усиление клеточной пролиферации 
и подавление апоптоза [125]. Было обнаружено, что гипер-
экспрессия ERBB2 приводит к усилению экспрессии ком-
понентов сигнального пути PI3K-AKT-mTOR [126]. Кроме 
того, в РСК под действием радиотерапии активируется 
петлеобразный сигнальный путь ERBB2-NF-κB-ERBB2, ак-
тивирующий выживание клеток [71].

Трастуцумаб — одно из первых терапевтических моно-
клональных антител, селективно блокирующих ERBB2. 
В исследовании на маммосферах, применение комбина-
ции трастуцумаба и метформина приводило к снижению 
способности ERBB2+ РСК к самообновлению и пролифе-
рации [127]. Поскольку в РСК РМЖ часто активирован 
сигнальный путь PI3K/AKT/mTOR, трастуцумаб показал 
хорошие результаты в комбинации с ингибитором PI3K 
NVP-BKM120 в экспериментах in vivo [128]. Введение 
Т-клеток с ХАР к ERBB2 значительно улучшило состояние 
4 из 19 пациентов с ERBB2+ саркомой [129]. Такой же под-
ход тестируется и для терапии глиобластом: Т-клетки с ХАР 
к ERBB2 уже показали высокую противоопухолевую актив-
ность in vitro и на ксенографтных моделях у мышей [130].

CXCR4/CXCR7/CXCL12
CXCR4 (CXC chemokine receptor type 4) является 

маркером РСК рака молочной железы, яичников, под-
желудочной железы, легких, глиобластомы, колорек-
тальной аденокарциномы, а также радиорезистентных 
РСК [131–133]. Другой рецептор хемокинов, CXCR7 
(CXC chemokine receptor type 7) — маркер РСК рака мо-
лочной железы, легких и глиобластомы [134]. И CXCR4, 
и CXCR7 участвуют в регуляции иммунитета, ангиоге-
незе и направленной миграции стволовых клеток [135]. 
Их общий лиганд CXCL12 — хемокин — вовлечен в ре-
гуляцию миграции, инвазии и выживания нормаль-
ных и злокачественных клеток [132]. Взаимодействие 
CXCR4-CXCL12 играет важную роль в процессах опухо-
левого роста, инвазии, метастазирования, формирова-
ния резистентности к химиотерапии и рецидивов [136]. 
Гиперэкспрессия CXCL12 может активировать сигналь-
ный путь Wnt и индуцировать фенотип РСК рака мо-
лочной железы, а также повышает экспрессию других 
маркеров РСК, ALDH1, OCT4, NANOG, и SOX2 [137]. 
На модели немелкоклеточного рака легких было пока-
зано, что активация сигнального пути PI3K/AKT/mTOR 
приводит к гиперэкспрессии CXCR4, что обеспечивает 
поддержание пула РСК [53, 133, 138]. В исследованиях 
РСК РМЖ, снижение количества CXCR7 приводило к по-
давлению экспрессии других маркеров РСК — ALDH1, 
OCT4 и NANOG [134].

Поиск препаратов, блокирующих связыва-
ние CXCL12 с CXCR4 — одно из интенсивно 

развивающихся направлений исследований. Ингибитор 
CXCR4 AMD3100, или плериксафор (plerixafor), по-
давляет рост внутричерепной глиобластомы и медул-
лобластомных ксенографтов, а также внутрибрюшин-
ное распространение эпителиального рака яичника. 
AMD3100 оказался способен снижать метастатиче-
ский рост, но не частоту метастазов на модели мета-
статического немелкоклеточного рака легких у мышей, 
при этом не влияя на общую выживаемость [139, 140]. 
AMD3100 прошел испытания фазы I среди пациентов 
с ОМЛ (NCT00512252), причем 46 % пациентов достиг-
ли полной ремиссии (CR) [141].

EPCAM
Молекула адгезии эпителиальных клеток EPCAM 

(Epithelial cell adhesion molecule,) характерна для РСК 
рака молочной железы, легких, простаты, поджелудоч-
ной железы, печени и колоректальной аденокарцино-
мы [142, 143]. Некоторые EPCAM-положительные РСК 
рака легких обладают высокой онкогенностью и мульти-
потентными характеристиками стволовых клеток, вклю-
чая способность к дифференцировкe в адипогенные 
и остеогенные клетки [142]. EPCAM способен блокиро-
вать катепсины — протеазы, часто сопряженные с мета-
болизмом опухолевых клеток и метастазами [144], его 
вероятной функцией в РСК является защита опухоле-
вых клеток от секретируемых ими же катепсинов [144]. 
EPCAM также может непосредственно стимулировать 
экспрессию c-MYC, одного из индукторов стволовых 
свойств нормальных и раковых клеток [145, 146].

Т-лимфоциты с ХАР к EPCAM показали высокую 
противоопухолевую активность в опытах in vitro и in vivo 
в отношении рака простаты [147]. Такие модифициро-
ванные Т-клетки оказались способны элиминировать 
клетки не только клона PC3M, гиперэкспрессирующие 
EPCAM, но и линии PC3, обладающие низким уровнем 
экспрессии EPCAM. Начаты клинические испытания 
Т-лимфоцитов с ХАР к EPCAM на пациентах с различны-
ми солидными опухолями (NCT03013712).

ALDH
Альдегиддегидрогеназа ALDH1 — маркер РСК рака 

молочной железы, головы и шеи, легких, колоректальной 
аденокарциномы [105, 148–152] — фермент, необхо-
димый для детоксификации эндогенных и экзогенных 
субстратов путем NAD(P)+-зависимого окисления [153]. 
Выделяют три главных изотипа ALDH1: ALDH1-A1, 
ALDH1-A2, ALDH1-A3, наибольший вклад в функциони-
рование РСК вносит ALDH1-A1 [153]. ALDH+ РСК рака 
легких отличается повышенной устойчивостью к тера-
пии ингибитором тирозиновых киназ EGFR гефитини-
бом (gefitinib). Фенотипом РСК некоторых субтипов рака 
легких принято также считать комбинацию ALDH1high/
CD133high [149]. Для идентификации РСК колорек-
тального рака гиперэкспрессия ALDH1A1 не всегда 
является надежным маркером: в одном клиническом 
исследовании она была ассоциирована с плохими про-
гнозами течения заболевания [152], но в другой работе 
на клеточной линии HT-29 было показано, что колоно-
сферы с пониженной экспрессией ALDH1A1 обладали 
повышенным онкогенным потенциалом и стволовыми 
свойствами [150].

ALDH1 был использован в качестве маркера РСК 
в опытах in vivo по испытанию дендритноклеточных вак-
цин против клеток меланомы и плоскоклеточной карци-
номы [154]. Дендритные клетки, активированные с по-
мощью лизатов клеток ALDHbright, более эффективно 
подавляли опухолевый рост в сравнении с дендритными 



32 ОБЗОРЫ

Гены & Клетки Том XIII, № 2, 2018

клетками, которые были активированы лизатами клеток 
ALDHdim или тотальными опухолевыми лизатами.

заключение
Терапия, избирательно нацеленная на раковые ство-

ловые клетки, в случае своей клинической эффектив-
ности может позволить радикально снизить частоту раз-
вития рецидивов заболевания, поскольку РСК обладают 
исключительно высокой способностью к самообновле-
нию и дифференцировке, а также отвечают за посто-
янное пополнение опухоли новыми раковыми клетками 
и поддерживают рост гетерогенной массы опухоли. При 
этом, оптимальной стратегией лечения по прежнему явля-
ется применение комплексного подхода, направленного 
на удаление и раковых стволовых клеток, и клеток основ-
ной массы опухоли. Пока установлены не все особенности 
формирования и поддержания популяции РСК, поэтому 
остается вероятность существования неизвестных путей 
дедифференцировки терминальных опухолевых клеток 
с восстановлением фенотипа РСК. В связи с этим, боль-
шинство проводимых в настоящий момент клинических 

испытаний РСК-направленной терапии проводятся в ком-
плексе с применением традиционных химиотерапевтиче-
ских средств. Детальные исследования сигнальных путей, 
характерных для РСК, привели к выявлению селективных 
мишеней, а терапевтические подходы, основанные на уда-
лении фракции РСК, уже показывают свою относительную 
безопасность, при этом значительно усиливая общий эф-
фект от лечения, и в большом количестве случаев позво-
ляют избежать рецидивов заболевания.
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Програмируемый некроз или некроптоз, играет суще-
ственную роль в физиологических процессах в организме. 
Нарушение процесса некроптоза связано с избыточной гибе-
лью клеток, развитием ряда патологических состояний, включая 
воспалительные и нейродегенеративные заболевания. В по-
следнее время появляются данные об участии некроптоза в ин-
дукции пролиферации стволовых клеток и регенерации тканей. 
Запуск некроптотической гибели может осуществляться через 
рецепторы фактора некроза опухоли, TRAILR1/2, FAS, а также 
через эндосомальные Toll-подобные и NOD-подобные рецепто-
ры. Основные механизмы регуляции некроптотической гибели 
осуществляются на уровне главных белков — RIPК1 и RIPК3, 
которые способны принимать участие в пролиферации стволо-
вых клеток и процессе регенерации. Последние работы пока-
зали, что некротические процессы могут приводить к быстрой 
активации клеток-предшественниц и регенерации печени, 
а также на модели инфаркта миокарда была продемонстриро-
вана некроптоз-индуцированная регенерация ткани и диффе-
ренцировка c-kit+ клеток. Таким образом, изучение механизмов 
взаимо связи некроптоза и регенерации поврежденных тканей 
позволит лучше понять фундаментальные аспекты программи-
руемой гибели и деления клеток.

ключевые слова: некроптоз, регенерация, гибель клеток.

Programmed necrosis or necroptosis plays an important role 
in cell physiology. Disturbances in necroptotic process are as-
sociated with excessive cell death, the development of a number 
of pathological conditions, including inflammatory and neurodegen-
erative diseases. Accumulated evidences suggest the involvement 
of necroptosis in the induction of stem cell proliferation and tissue 
regeneration. The necrotic death can be triggered through the fam-
ily of receptors of tumor necrosis factor, TRAILR1/2, FAS, as well 
as endosomal Toll-like and NOD-like receptors. An important role 
in the regulation of necroptosis belongs to proteins RIPK1 and 
RIPK3, which also might be essential for proliferation of stem 
cells and the regeneration process. Recent study has shown that 
necroptosis can lead to rapid activation of progenitor cells and 
regeneration of the hepatic tissues, as well as a necrotic-induced 
tissue regeneration and differentiation of c-kit+ cells in a model 
of myocardial infarction. Thus, the investigation of interplay be-
tween necroptosis and regeneration of damaged tissues will allow 
us to understand the fundamental aspects of programmed cell 
death and cell division.

keywords: necroptosis, regeneration, cell death.

введение
В последнее время границы регенеративной медици-

ны существенно расширились благодаря активному изу-
чению физиологического гомеостаза тканей организма. 
Наиболее актуальными и приоритетными стали исследо-
вания процессов программируемой гибели клеток (ПГК) 
в организме и их роли в процессах дифференцировки 
клеток и формирования тканей и органов. На текущий 
момент номенклатурный комитет по исследованию ги-
бели клеток, по совокупности морфологических и био-
химических изменений выделил четыре типичных вида 
клеточной смерти — апоптоз, некроз, аутофагию и кор-
нификацию (ороговение), а также восемь атипичных 
видов [1, 2]. Процесс апоптотической клеточной гибели 
встречается у большинства эукариотов. В многоклеточ-
ных организмах он обеспечивает морфогенез и гомео-
стаз тканей, а также задействован в важных этапах раз-
вития и функционирования иммунной системы. Помимо 
апоптоза в настоящее время достаточно хорошо охарак-
теризован еще один тип ПГК, програмируемый некроз 
или некроптоз, который играет существенную роль в фи-
зиологических процессах. При этом его дисрегуляция 
связана с избыточной гибелью клеток и развитием ряда 
патологических состояний, включая воспалительные 
и нейродегенеративные заболевания. В последнее вре-
мя появляются данные об участии некроптоза в индукции 
пролиферации стволовых клеток и регенерации тканей.

некроптоз как форма программируемой 
гибели клеток

За последнее десятилетие парадигма регуляции 
клеточной гибели сильно изменилась. Доказано, что 

помимо апоптоза, регулируемым может быть и процесс 
некроза [3]. Одним из наиболее хорошо изученных ти-
пов программируемого некроза является тип клеточ-
ной гибели, который принято называть некроптозом. 
Некроптоз — не зависящий от каспаз процесс гибели 
клеток, запускаемый через рецепторы смерти и регу-
лируемый киназами RIPK1, RIPK3 (Receptor-interacting 
serine/threonine-protein kinase 1/3; рецептор-связан-
ный белок 1/3) и MLKL (Mixed lineage kinase domain-like 
protein; псевдокиназа смешанного происхождения) [1]. 
Морфологически некроптоз обладает всеми характер-
ными признаками некроза и достаточно сильно отли-
чается от апоптоза: клетка увеличивается в размере, 
органеллы набухают, и происходит разрыв цитоплазма-
тической мембраны. Однако, как отмечено выше, про-
цесс некроптоза является генетически регулируемым 
механизмом гибели клеток по сравнению с некрозом, 
который происходит вследствие нерепарируемого ме-
ханического, теплового или химического повреждений 
клеток. В отличие от апоптоза при некроптотической 
гибели все содержимое клеток выходит во внеклеточ-
ное пространство, что вызывает сильный иммунный 
ответ. Запуск некроптотической гибели может осущест-
вляться через рецепторы фактора некроза опухоли 
(ФНО), TRAILR1/2, FAS, а также через эндосомальные 
Toll-подобные и NOD-подобные рецепторы [4]. Помимо 
рецепторов, индуктором некроптоза могут стать и вну-
тренние стимулы, такие как повреждение ДНК, действие 
ДНК-зависимых регуляторных факторов интерферона 
DAI (DNA-dependent activator of interferon regulatory 
factors; ДНК-зависимый активатор регуляторных фак-
торов интерферона) или протеинкиназы R [5].
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Наиболее изученной моделью активации некроп-
тоза является внешний путь, индуцируемый через ре-
цептор ФНО и ингибирование каспаз (рис. 1). В зави-
симости от ткани, внешнего стимула и микроокружения 
клетки, связывание ФНО может приводить как к выжи-
ванию клетки, так и к апоптотической или некротиче-
ской гибели [6]. После взаимодействия с ФНО, рецеп-
тор ФНО претерпевает конформационные изменения, 
которые способствуют связыванию белков TRADD, 
RIPК1, cIAP1/2 и TRAF2/5 (TNF receptor-associated 
factor 2/5; фактор, ассоциированный с рецептором 
ФНО). Такой высокомолекулярный мембранный ком-
плекс называется комплекс I. cIAP (сellular inhibitor 
of apoptosis protein; клеточный ингибитор белков апоп-
тоза) в данном комплексе является не только связу-
ющим звеном с TRAF2, но и способен участвовать 
в убиквитинилировании протеинкиназы RIPК1. Помимо 
cIAP, который осуществляет К63 убиквитинилирова-
ние RIPК1, RIPК1 также подвергается так называемо-
му линейному (М1) убиквитинилированию под действи-
ем комплекса LUBAC (Linear UBiquitin chain Assembly 
Complex; комплекс, связывающий линейные цепи убик-
витина). Степень убиквитинилирования RIPК1 является 
определяющим фактором в дальнейшей судьбе клет-
ки. K63 и М1 полиубиквитинилирование RIPК1 при-
водит к связыванию белков NEMO (NF-κB essential 
modulator; модулятор фактора NF-κB) и IKKα/β, и по-
следующей активации NF-κB пути (nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; транс-
крипционный фактор NF-κB), что стимулирует выжи-
вание клетки [7]. Запуск NF-κB пути положительно ре-
гулирует экспрессию ряда анти-апоптотических генов 
таких, как A20 и c-FLIP, что вызывает ингибирование 
ПГК. Однако, если RIPК1 подвергается деубиквити-
нилированию, например, при ингибировании белков 
cIAP, происходит высвобождение RIPK1 из комплекса 
I и его переход в цитоплазму, где он связывается с бел-
ками апоптотического или некроптотического путей. 
Во время апоптотической гибели активная каспаза-8 
способна расщеплять RIPК1 и инактивировать данный 
белок. При блокировании каспазной активности синте-
тическим пан-каспазным ингибитором zVAD-fmk или 
вирусными белками серпинами RIPК1 не расщепляет-
ся и связывается c компонентом интернализирован-
ного комплекса I — TRADD, а также с белками FADD, 
RIPК3 и каспазой-8, образуя комплекс, называемый 
некросомой [8] (рис. 1). В дальнейшем, в составе это-
го комплекса происходит каскад пост-трансляционных 
модификаций, таких как фосфорилирование RIPК3, 
RIPК1, а также белка MLKL, который является ключе-
вым звеном в передаче сигнала некроптоза [9–11]. 
Фосфорилирование MLKL ведет к олигомеризации 
данного белка и его связыванию с фосфатидилинози-
тол-фосфатом плазматической мембраны, что вызыва-
ет ее пермеабилизацию и выход содержимого клетки 
во внеклеточное пространство [12].

рис. 1. Механизм активации различных высокомолекулярных комплексов, контролирующих ПГК и пути их регуляции. По [26] с изм.
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Как отмечалось выше, некроптотическая гибель 
может быть также индуцирована внутренними сти-
мулами в условиях пониженного содержания клеточ-
ных ингибиторов апоптоза cIAP1/2 [13, 14]. Такие 
условия предотвращают К63-убиквитинилирование 
RIPК1 и инициацию активации NF-κB пути. Внутренним 
стимулом может, в частности, выступать генотокси-
ческий стресс, ведущий к образованию комплекса 
каспаза-8/RIPК1/FADD/c-FLIP, называемого рипоп-
тосомой [13, 14]. В составе этого комплекса может 
происходить как активация каспазы-8 и запуск апоп-
тотического пути, так и инициация некроптотической 
гибели. Для инициации некроптотической клеточной 
гибели в клетках необходимо наличие белка RIPK3, ко-
торый входит в состав комплекса каспаза-8/RIPК1/
RIPК3/FADD/c-FLIP — некросомы. Важным фактором, 
определяющим дальнейшую судьбу клетки, является 
соотношение между каспазой-8 и ее ингибитором-
белком с-FLIP, которые входят в состав данного ком-
плекса [13, 15]. В ходе исследований было сделано 
предположение, что образование гомодимера каспа-
зы-8 в составе комплекса способствует ее активации 
и запуску апоптоза. В случае образования гетероди-
мера каспазы-8 с длинной изоформой белка c-FLIP, 
последний ограничивает каталитическую активность 
каспазы-8, необходимую для запуска апоптоза, но до-
статочную для расщепления RIPК1. Такие условия при-
водят к разрушению некросомы и выживанию клетки. 
Однако, в случае образования гетеродимера каспа-
зы-8 с короткой формой белка c-FLIP каспазная ак-
тивность блокируется и происходит индукция некроп-
тотической гибели [13, 15] (рис. 1). Таким образом, 
вышеприведенные факты демонстрируют ключевую 
роль образования комплексов — рипоптосомы или не-
кросомы — в выборе клеткой типа гибели — апоптоза 
или некроптоза.

некроптоз и регенерация
Усиление регенерации тканей после некроза — ши-

роко описанное в научной литературе явление, которое 
наблюдается, например, для тканей печени [16]. Так, 
синдром массированного некроза печени (МНП) ха-
рактеризуется обширным поражением тканей печени 
и высокой смертностью. Однако, некротические про-
цессы приводят к быстрой активации клеток-предше-
ственниц и регенерации тканей печени, от интенсивно-
сти которой зависит клинический исход болезни [17]. 
Необходимо отметить, что механизм массовой гибели 
гепатоцитов в этом случае до конца не ясен, но у паци-
ентов с МНП было зафиксировано повышение уровня 
фосфорилированной формы белка MLKL, ответствен-
ного за эффекторную фазу некроптоза [18]. Более 
того, исследование механизмов развития МНП на мы-
шах показало, что ингибирование или нокаут гена клю-
чевого регулятора некроптоза — белка RIPК3 — суще-
ственно снижало гибель гепатоцитов на ранней стадии 
развития заболевания [19]. Полученные результаты 
свидетельствуют, что при развитии данного заболе-
вания клетки печени гибнут по механизму некроптоза. 
При этом быстрая активация клеток-предшественниц 
печени и их пролиферация в случае синдрома МНП, 
по-видимому, обусловлены воспалением, вызванным 
массовой гибелью гепатоцитов.

Другим примером некроптоз-индуцированной ре-
генерации является пролиферация и дифференци-
ровка c-kit+ клеток, продемонстрированная на модели 
инфаркта миокарда у крыс [20]. Авторами исследова-
ния было показано, что введение в сердечную мышцу 

аденовирусного вектора, содержащего ген факто-
ра роста гепатоцитов, повышало уровень экспрес-
сии RIPК1 и RIPК3 в тканях сердца после инфаркта. 
Повышенный уровень этих белков индуцировал запуск 
некроптотической гибели кардиомиоцитов, что, в свою 
очередь, стимулировало активацию и деление c-kit+ 
клеток. При этом ингибирование некроптоза кардио-
миоцитов в данной экспериментальной модели вело 
к снижению пролиферации и дифференцировки c-kit+ 
клеток, а также к подавлению ангиогенеза.

Однако, связь между регенерацией и некропто-
тическим типом гибели осуществляется не только 
на уровне системного ответа на воспаление, возника-
ющего вследствие попадания содержимого погибших 
клеток в окружающие ткани. Более тонкие механизмы 
регуляции осуществляются на уровне главных бел-
ков-участников некроптоза — RIPК1 и RIPК3, которые 
могут принимать участие в пролиферации стволовых 
клеток отдельных типов и процессе регенерации тка-
ней. Так, RIPК1 может регулировать активацию путей 
JNK (c-Jun N-terminal kinase; c-Jun N-концевая ки-
наза) и фосфатидилинозитол-3-киназа/Akt, стиму-
лирующих выживание и пролиферацию клеток [21, 
22]. Например, было показано, что в экспериментах 
на мышах с тканеспецифичными нокуатами отсутствие 
RIPК1 приводило к гибели гемопоэтических стволовых 
клеток-предшественниц, что вызывало острую недо-
статочность костного мозга у животных [23]. При этом 
RIPК1-дефицитные клетки-предшественницы не были 
способны восстановить гемопоэз при их транспланта-
ции животным, получившим смертельную дозу ради-
ации. С другой стороны, также были получены данные 
о RIPК3-зависимой регенерации тканей после их по-
вреждения. Так, в дефицитных по этому белку дендрит-
ных клетках экспериментальных мышей продуцирова-
лось заметно меньше воспалительных цитокинов IL-1β, 
IL-23 и IL-22, что существенно снижало силу иммунного 
ответа на введение сульфата декстрана и активацию 
процессов регенерации тканей кишечника после по-
вреждения [24, 25]. При этом RIPК3 нокаутные мыши 
были подвержены развитию колитов вследствие замед-
ления обновления эпителиальных клеток кишечника. 
Несмотря на свою роль в процессе программируемого 
некроза, RIPК1 и RIPК3 обладают функциями запуска 
и контроля регенерации, что делает их перспективными 
мишенями для регенеративной медицины.

заключение
Таким образом, изучение механизмов некроптоз-ин-

дуцируемого запуска пролиферации стволовых клеток 
и восстановления поврежденных тканей позволит понять 
фундаментальные аспекты взаимодействия противопо-
ложных физиологических процессов — программируе-
мой гибели и размножения клеток. Поскольку при раз-
личного рода повреждениях органов и их систем некроз 
тканей является одним из наиболее часто наблюдаемых 
последствий, то поиск путей регуляции регенеративных 
процессов через некроптоз открывает возможности для 
минимизации таких последствий и сохранения повреж-
денного органа в его функциональном состоянии.
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На преимплантационное развитие эмбрионов в условиях 
in vitro оказывают влияние множество различных факторов. 
Одним из таких факторов является концентрация кислорода 
в среде культивирования. В настоящее время лаборатории ЭКО 
имеют возможность культивировать эмбрионы как в условиях 
атмосферного содержания кислорода, так и при пониженных 
концентрациях кислорода (гипоксии).

Настоящий обзор посвящен анализу проведенных иссле-
дований по выявлению «оптимальной» концентрации газовой 
смеси в инкубаторе с целью получения более жизнеспособных 
эмбрионов и увеличению результативности программ вспомо-
гательных репродуктивных технологий.

ключевые слова: бластоциста, концентрация кислорода, 
гипоксия, среда культивирования, преимплантационное разви-
тие, ЭКО, вспомогательные репродуктивные технологи.

Many different factors have an effect on the preimplantation 
development of embryos under conditions in vitro. One of these fac-
tors is the oxygen concentration in the culture medium. Currently, 
IVF labs have ability to cultivate embryos either under conditions 
of atmospheric oxygen concentration or at low oxygen concentra-
tion (hypoxia). This review is focused on the analysis of up to date re-
search and clinical results which are trying to establish an “optimal” 
composition of the gas mixture in the incubator to generate more 
viable embryos and increase the effectiveness of assisted repro-
ductive technologies programs.

keywords: blastocyst, oxygen concentration, hypoxia, environ-
ment, cultivation, preimplantation development, IVF, assisted re-
productive technologies.

введение
Несмотря на значительные успехи, достигнутые 

в сфере вспомогательных репродуктивных техноло-
гий (ВРТ), результативность циклов ВРТ, по данным 
Европейского общества по вопросам репродукции чело-
века и эмбриологии (ESHRE), опубликованным в 2016 г., 
невелика и составляет 30–40 % [1]. Основной целью кли-
ник экстракорпорального оплодотворения (ЭКО) являет-
ся достижение и поддержание максимально высокого 
процента наступления беременностей и живорождения.

Один из этапов, необходимых для выполнения данной 
задачи, — это создание оптимальных условий культивирова-
ния эмбрионов, наиболее приближенных к условиям in vivo. 
Важным фактором, оказывающим влияние на процесс раз-
вития эмбриона в рамках протокола ЭКО, является концен-
трация кислорода в среде культивирования. В естественных 
условиях эмбрион находится в гипоксической среде, где так-
же поддерживается баланс между уровнем образования ак-
тивных форм кислорода и антиоксидантных ферментов [2]. 
Редокс-система гарантирует идеальную среду для эмбрио-
нального развития в физиологических условиях, но не в ус-
ловиях ЭКО [3, 4]. В некоторых исследованиях показано, 
что культуральные среды сами могут быть источником ак-
тивных форм кислорода [5], которые, в свою очередь, могут 
вызывать повреждение ДНК, липидов, клеточных мембран, 
митохондрий, эндоплазматического ретикулума [6–9].

Однако создания только оптимального газового 
окружения не достаточно. Без объективной оценки мор-
фологического, генетического, эпигенетического, ме-
таболического статусов эмбрионов в программах ЭКО 
с использованием современных технологий увеличение 
результативности программ ВРТ невозможно [10].

Целью данной работы стал анализ имеющихся дан-
ных о влиянии различных концентраций О2 на качество 
эмбрионов и исход протоколов ЭКО.

концентрация кислорода в различных органах 
и тканях. физиологическая роль концентрации 
кислорода in vivo

Абсолютным условием существования аэробных 
организмов является снабжение их кислородом. Для 
нормального роста, функционирования клеток и произ-
водства энергии необходим молекулярный кислород. 
Кислород — основной окислитель в процессе гликолиза. 
Хотя процесс гликолиза может происходить и в анаэроб-
ных условиях, этот путь является энергетически менее 
выгодным. То есть недостаток кислорода приводит к сни-
жению синтеза АТФ митохондриями и, как следствие, 
возникает «энергетический голод» [11].

Кислород является конечным акцептором электро-
нов в процессе окислительного фосфорилирования, что, 
в свою очередь, несет риск образования свободных ра-
дикалов, приводящих к нарушению функционирования 
клеток и их гибели. В результате этого эволюционно воз-
никли метаболические и физиологические системы, под-
держивающие гомеостаз кислорода в организме [12].

Парциальное давление кислорода определяет про-
цесс газообмена в организме. Скорость диффузии га-
зов через физиологическую мембрану зависит от пар-
циального давления газа по обе стороны мембраны. 
Чем больше разница между парциальными давлениями 
газа по обе стороны мембраны, тем быстрее происходит 
диффузия [13].

Парциальное давление кислорода в атмосферном 
воздухе составляет 150 мм рт. ст; в артериальной крови 
около 90 мм рт. ст.; в тканях — 20 мм рт. ст., в венозной 
крови — 40 мм рт. ст. [13].

В условиях гипоксии транскрипция большин-
ства генов в клетках подавляется. Однако существу-
ет группа генов, транскрипция которых усиливает-
ся при недостатке кислорода. Эти гены кодируют 
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гипоксия-индуцибельные факторы, которые улучшают 
доставку кислорода (фактор роста эндотелия сосудов-А, 
эритропоэтин 4), и контролируют метаболические пути 
(пируват дегидрогеназа и др.) [14]. Кроме того, гипок-
сия-индуцибельные факторы участвуют в канцероге-
незе, вызывают повышенную пролиферацию злокаче-
ственных клеток и метастазирование [15].

влияние концентрации кислорода 
на эмбриональные стволовые клетки (эск) in vitro

Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК), как правило, 
выделяют из клеток эпибласта бластоцист, полученных 
в программе ЭКО. Благодаря своей плюрипотентности, 
ЭСК имеют значительный потенциал для использования 
в регенеративной медицине. Однако одним из их недо-
статков является тенденция к спонтанной дифференци-
ровке в культуре [16]. Следовательно, их рост в культуре 
требует определенных условий для поддержания их плю-
рипотентного потенциала и стабильности генома.

Экспериментально было доказано, что колонии ЭСК, 
культивируемые в условиях гипоксии (3–5 %), имеют 
меньше признаков морфологической дифференциров-
ки, чем колонии, культивируемые при атмосферной кон-
центрации кислорода (21 %). Уровень экспрессии гена 
оct-4 (белок OCT4 участвует в самообновлении и под-
держании недифференцированных стволовых клеток) 
выше у ЭСК в условиях пониженной концентрации кис-
лорода [17]. Условия гипоксии увеличивают клональную 
выживаемость ЭСК мыши [18].

Y. Yoshida с соавт. (2009) показали, что репрограм-
мирование соматических клеток в индуцированные плю-
рипотентные стволовые клетки (ИПСК) значительно эф-
фективнее в гипоксийных условиях, чем при нормоксии, 
как у мышей, так и у человека [19].

M.A. Ramirez с соавт. (2011) установили, что после 
3 сут. культивирования мышиных ЭСК в условиях гипок-
сии, уровень апоптоза ЭСК был выше 6 %. Однако при 
непрерывном выращивании ЭСК в течение месяца в тех 
же условиях, уровень апоптоза был менее 4 % [20].

Культивирование ЭСК или ИПСК в условиях гипок-
сии перед трансплантацией (регенеративная терапия 
при инфаркте миокарда) повышает их терапевтический 
потенциал [21].

В ряде исследований было обнаружено, что пони-
женная концентрация кислорода способствует направ-
ленной дифференцировке ЭСК (под действием внешних 
факторов).

J.M. Shin с соавт. (2011) выявили, что в условиях 
гипоксии эффективность дифференцировки ЭСК в эн-
дотелиальные клетки достоверно выше. Уровень мар-
керов сосудистых клеток (PECAM, KDR, CD144, Tie-2) 
был в 1,5–2 раза выше у клеток, культивировавшихся 
в условиях гипоксии [22]. Также было установлено уве-
личение экспрессии генов VEGF (вазо-эндотелиальный 
фактор роста), bFGF (основной фактор роста фибробла-
стов), ANGPT1 (фактор роста, стимулирующий ангиоге-
нез), PDGF (фактор роста тромбоцитов) и др. при низких 
концентрациях кислорода.

Эти данные были подтверждены в работе K.M. Tsang 
с соавт (2017): авторы отмечают, что ЭСК наи-
более чувствительны к гипоксии в первые 2 сут. 
дифференцировки [23].

Таким образом, концентрация кислорода в среде 
культивирования оказывает значительное влияние 
на пролиферацию и дифференцировку ЭСК. Учитывая 
тот факт, что ЭСК получают из бластоцист, можно пред-
положить, что влияние концентрации кислорода играет 
важную роль в развитии эмбрионов.

влияние концентрации кислорода при 
культивировании эмбрионов на эффективность 
врт

Существуют две стратегии культивирования эмбри-
онов: в условиях атмосферной концентрации кислоро-
да (~20 %) и при пониженном содержании кислорода 
(~5 %). Установлено, что в естественных условиях эм-
брионы подвергаются воздействию О

2 в концентрации 
2–8 % [24], причем наблюдается уменьшение концен-
трации О2 по мере «перехода» эмбриона из маточных 
труб в полость матки [25].

За последние годы было выполнено большое количе-
ство экспериментов, направленных на изучение влияния 
концентрации кислорода на процесс доимплантационно-
го развития эмбрионов.

Одно из первых исследований по данной теме осу-
ществили J.C. Dumoulin с соавт. (1999) [26]. Они про-
вели 1380 циклов ЭКО и проанализировали результаты 
культивирования ооцитов и эмбрионов в течение первых 
2–3 сут. развития либо в условиях атмосферной концен-
трации кислорода (690 циклов), либо при пониженной 
концентрации О2 (690 циклов). Процент оплодотворения, 
имплантации и наступления беременности оказался со-
поставим в обеих группах. Эмбрионы, оставшиеся по-
сле переноса на 2–3 сут., продолжали культивировать 
до 5 сут. В результате процент формирования бластоцист 
был статистически выше в группе с 5 % О2 по сравнению 
с группой 20 % О2 (25,8 против 20,4 % соответственно). 
Авторы отметили незначительное увеличение жизнеспо-
собности эмбрионов при культивировании в условиях 
низкой концентрации кислорода. Возможно, концентра-
ция О2 оказывает влияние на более поздних этапах пре-
имплантационного развития.

M. Bahceci с соавт. (2005) предположили, что ре-
зультаты ИКСИ (ICSI — IntraCytoplasmic Sperm Injection, 
введение сперматозоида в цитоплазму, интрацитоплаз-
матическая инъекция сперматозоида) можно улучшить, 
используя культивирование эмбрионов в условиях 5 % 
О2 [27]. В данной работе было проанализировано 712 оо-
цитов. Культивирование осуществлялось при 5 и 20 % 
О2. Эмбриотрансфер производили на 2–3 сут. культи-
вирования. Статистически значимых различий между 
группами эмбрионов, культивировавшихся в условиях 
различной концентрации кислорода, в клинических ис-
ходах циклов не наблюдалось. Авторы сделали вывод 
об отсутствии влияния концентрации О2 на результатив-
ность циклов ИКСИ.

В своем обзоре A. Petersen с соавт. (2005) сравнили 
культивирование размороженных эмбрионов человека 
в двух различных системах (атмосферная и пониженная 
концентрация кислорода) [28]. На 4 сут. культивирова-
ния процент эмбрионов, развившихся до стадии мору-
лы, составил 43 %/68 % в группах нормоксия/гипоксия 
соответственно.

P. Rinaudo с соавт. (2006) изучали влияние концен-
трации кислорода на экспрессию генов в преимпланта-
ционных мышиных эмбрионах и отметили, что 5 % кон-
центрация кислорода способствует лучшему развитию 
эмбрионов в условиях in vitro [29]. Они также выявили, 
что эмбрионы, развивающиеся в условиях пониженной 
концентрации кислорода, содержали большее количе-
ство клеток, в том числе входящих в состав ВКМ (вну-
триклеточной массы), чем эмбрионы, культивировав-
шиеся при 20 % О2. Кроме того, было обнаружено, что 
в условиях атмосферной концентрации кислорода зна-
чительно увеличивается экспрессия гена ccng1 (коди-
рует белок, отвечающий за правильное течение клеточ-
ного цикла; избыточная экспрессия этого гена ускоряет 
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прогрессию клеточного цикла и может способствовать 
онкогенезу) и снижается экспрессия гена ube2a (ко-
дирует белок, необходимый для пострепликативного 
восстановления поврежденной ДНК, участвует в транс-
крипционной регуляции) [29].

B. Kea с соавт. (2006) оценивали влияние понижен-
ной концентрации кислорода на процент оплодотворения, 
развитие эмбрионов и процент наступления беременно-
стей [30]. Число, возраст пациентов, причина бесплодия, 
среднее число полученных ооцитов, процент оплодотво-
рения и наступления беременностей были сопоставимы 
в группах с пониженным и атмосферным содержанием 
кислорода. Перенос эмбрионов осуществлялся на 3 сут. 
Хотя авторы не наблюдали статистически значимой 
разницы по ранее перечисленным параметрам в обеих 
группах, они отметили улучшение качества эмбрионов 
к 3 сут. культивирования в группе с 5 % О2.

J.M. Cieslak Janzen c соавт. (2007–2008) исследова-
ли развитие сиблинговых эмбрионов после ЭКО/ИКСИ 
в зависимости от концентрации кислорода [31]. Хотя ав-
торы отметили улучшение «качества» эмбрионов и уве-
личение количества пролонгирующих беременностей 
в группе, культивировавшейся в условиях гипоксии, эти 
различия не были статистически значимыми.

Влияние концентрации кислорода на развитие эмбри-
онов при длительном культивировании (до 5 сут.) изучали 
B. Kovacic с соавт. (2008) [32]. Оценивались следующие 
параметры: частота оплодотворения, процент морфоло-
гически «нормальных» эмбрионов, частота формирова-
ния бластоцист. Учитывался также способ оплодотворе-
ния: ЭКО (988 ооцитов) или ИКСИ (928 ооцитов). Было 
установлено, что концентрация кислорода не оказывает 
влияния на частоту оплодотворения. Но доля эмбрионов 
с «хорошей» морфологией на 3 сут. была выше в группе 
культивирования при 5 % О2 по сравнению с 20 % О2: для 
циклов ИКСИ 51 % против 28 %; для циклов ЭКО 59 % 
против 43 %. Важно отметить, что для обоих способов 
оплодотворения наблюдалось увеличение доли бласто-
цист на 5 сут. развития в группах культивирования с по-
ниженным содержанием кислорода.

U. Waldenstrom с соавт. (2009) опубликовали дан-
ные о влиянии газовой смеси, в которой культивиро-
вались эмбрионы, на исход программы ВРТ [33]. Было 
рассмотрено развитие ооцитов, полученных от 396 па-
циенток. Эмбрионы 199 пациенток культивировались 
в двухгазовой смеси (6 % СО2 и 19 % О2), а эмбрио-
ны 197 пациенток — в условиях трехгазовой смеси 
(6 % СО2, 5 % О2, 90 % N2). Полученные результаты 
были схожи с результатами предыдущих исследова-
ний. Процент формирования бластоцист (47,8 против 
42,1 %), так же, как и процент наступления беременно-
сти (56,9 против 38,7 %) был выше в группе с понижен-
ным содержанием кислорода. Авторы сделали вывод, 
что культивирование в системе трех газов увеличивает 
уровень рождаемости на 10 %.

H. Ciray с соавт. (2009) провели эксперимент, на-
правленный на подтверждение гипотезы о положитель-
ном влиянии пониженной концентрации кислорода на ка-
чество эмбрионов человека, полученных в программе 
ЭКО [34]. Были проанализированы 75 ооцитов, разде-
ленных на 2 группы: первая группа ооцитов культиви-
ровалась в условиях 5 % О2 с момента оплодотворения 
до дня переноса (на 5 сут.); вторая группа — в условиях 
атмосферного содержания кислорода с момента опло-
дотворения до 3 сут., а затем в условиях пониженного 
содержания О2. Различий между группами в морфоло-
гических характеристиках эмбрионов на 3 сут. не наблю-
далось. Однако, данные о развитии эмбрионов, начиная 

с 3 сут., свидетельствуют об увеличении процента фор-
мирования бластоцист и улучшении качества эмбрионов 
при культивировании в условиях низкой концентрации 
кислорода с момента оплодотворения до дня переноса 
(1 группа).

M. Meintjes с соавт. (2009) проверили обоснован-
ность культивирования эмбрионов при низкой концен-
трации О2 [35]. В исследовании было изучено 230 циклов 
ЭКО/ИКСИ (первая программа ВРТ у всех пациентов). 
Оценивались следующие параметры: процент импланта-
ции и живорождения. У эмбрионов, культивировавшихся 
при 5 % О2, уровень имплантации был выше на 12,2 %, 
а показатель живорождения вырос на 14,8 %. Авторы 
пришли к заключению, что при культивировании эмбри-
онов в условиях пониженной концентрации кислорода 
результативность программ ЭКО/ИКСИ увеличивается.

J. Graham с соавт. (2010) наблюдали за развитием 
эмбрионов в условиях различных концентраций кисло-
рода у 84 пар, проходивших лечение бесплодия методом 
ЭКО, и обнаружили явные и существенные клинические 
преимущества при культивировании эмбрионов в усло-
виях гипоксии: увеличение числа переносимых и кри-
оконсервированных эмбрионов, а также увеличение 
их имплантационного потенциала [36].

Цель работы B. Kovacic с соавт. (2010) заключалась 
в том, чтобы установить, влияет ли низкая концентрация 
О2 при культивировании эмбрионов на результативность 
программы ЭКО, если в качестве метода оплодотворе-
ния применяется технология ИКСИ [37]. В эксперименте 
приняли участие 647 пациенток:

1 подгруппа (348 женщин): пациентки моложе 40 лет, 
у которых получено 5 и более ооцитов в стадии метафа-
зы второго деления мейоза;

2 подгруппа (169 женщин): пациентки моложе 40 лет, 
у которых получено менее 5 ооцитов в стадии метафазы 
второго деления мейоза;

3 подгруппа (130 женщин): пациентки старше 40 лет, 
у которых получена хотя бы одна яйцеклетка в стадии ме-
тафазы второго деления мейоза.

Все пациентки были разделены на 2 группы (ооциты 
326 пациенток культивировались при 5 % О2, а 321 — 
при атмосферном содержании кислорода). Авторы от-
метили, что, несмотря на улучшение качества эмбрионов 
на 2 сут. развития в группе с пониженным содержанием 
кислорода, процент имплантации и процент развиваю-
щихся беременностей был сопоставим в обеих группах. 
Однако в группе, где ооциты культивировали в условиях 
5 % О2, частота наступления беременностей была выше 
по сравнению с группой культивирования в условиях ат-
мосферной концентрации кислорода (суммарно, без раз-
деления на подгруппы; 38 против 28,3 %). Также и у паци-
енток с «бедным ответом» яичников процент наступления 
беременностей был достоверно выше при культивирова-
нии в условиях 5 % О2 (2 подгруппа; 23 против 9,8 %) при 
переносе эмбрионов на 3 сут. развития.

Ученые сделали вывод, что использование понижен-
ной концентрации кислорода при культивировании эм-
брионов в программах ЭКО является обоснованным не-
зависимо от продолжительности культивирования.

А. Mitsoli с соавт. (2011) также изучали развитие 
эмбрионов, культивируемых в условиях нормоксии/
гипоксии [38] и наблюдали улучшение морфологиче-
ского «качества» эмбрионов 3 сут. развития в группе 
гипоксии [38].

Однако D.G. Sobrinho с соавт. (2011) пришли к заклю-
чению, что, несмотря на положительную тенденцию в ис-
ходах программ ЭКО при культивировании эмбрионов 
в условиях гипоксии, рекомендовать культивирование 
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ооцитов и эмбрионов в таких условиях преждевременно, 
т. к. в некоторых проанализированных ими исследовани-
ях (4 из 7) обнаружены сходные показатели оплодотво-
рения, имплантации и числа прогрессирующих беремен-
ностей при гипоксии и при нормоксии [39].

Тем не менее, в более позднем обзоре, опубликованном 
в Кокрейновской базе в 2012 г. [40], S. Bontekoe с соавт. 
дали положительные рекомендации по культивированию 
эмбрионов в условиях пониженной концентрации кисло-
рода (в сравнении с культивированием при атмосферной 
концентрации). Авторы считают, что гипоксия достоверно 
способствует возрастанию темпов деления, морфологи-
ческого «качества» и жизнеспособности эмбрионов, что 
в свою очередь поможет увеличить результативность про-
грамм экстракорпорального оплодотворения.

P. Wale с соавт. (2012) изучали влияние концентра-
ции кислорода на метаболизм аминокислот и углевод-
ный обмен на мышиных эмбрионах [41]. Было отмечено, 
что эмбрионы, культивировавшиеся при более физиоло-
гичной концентрации кислорода (5 %), характеризуются 
более низкими показателями поглощения пирувата и не-
которых аминокислот (серин, глутамин, аспартат) до ста-
дии компактизации, чем эмбрионы, культивировавшиеся 
при 20 % О2. И наоборот, начиная со стадии морулы, эм-
брионы в условиях 5 % О2 демонстрировали более высо-
кие показатели поглощения глюкозы и усвоения амино-
кислот (аспарагин, глутамат, триптофан, лизин, треонин, 
тирозин, метионин, валин, изолейцин, лейцин, фени-
лаланин). F. Houghton с соавт. (2002) обнаружили, что 
значительная часть эмбрионов с повышенным уровнем 
потребления аминокислот на стадии дробления не до-
стигает стадии бластоцисты [42]. Уровень гликолиза был 
ниже у бластоцист, культивировавшихся при сниженной 
концентрации кислорода. Эти результаты согласуются 
с данными о том, что повышение поглощения глюкозы 
эмбрионами на 4–5 сут. развития связано с увеличени-
ем успешности имплантации [43]. Сниженные показате-
ли поглощения глюкозы могут свидетельствовать о низ-
кой жизнеспособности данных эмбрионов [44].

Научная работа E. Kasterstein с соавт. (2013) была 
направлена на изучение влияния различных концен-
траций кислорода на развитие сиблинговых ооци-
тов и клинические исходы после инкубации в среде 
с двумя различными концентрациями кислорода [45]. 
Было проанализировано 258 циклов ЭКО, получено 
3638 ооцитов MII, 1833 из них культивировались при 
5 % О2, 1805 — при 20 % О2. Процент оплодотворения 
и деления был сопоставим в обеих группах культивиро-
вания, что согласуется с результатами других исследо-
ваний [26, 27, 30, 32]. Однако количество бластомеров 
в эмбрионах на 3 сут. развития, количество эмбрионов 
на перенос и криоконсервацию было больше в группе 
с пониженным содержанием кислорода.

Для того чтобы определить, влияет ли концентрация 
кислорода на клинические исходы программ ЭКО, были 
отдельно проанализированы циклы, в которых эмбри-
оны переносили из групп с одинаковой концентрацией 
O2. Из 258 циклов в 76 случаях эмбрионы переносили 
из группы с 5 % О2, а в 38 — из группы с 20 % О2. Уровень 
имплантации, наступления беременности и частота ро-
дов живым плодом были значительно выше в группе 
с низкой концентрацией О2 по сравнению с группой с ат-
мосферной концентрацией.

E. Bontekoe с соавт. (2013) на основании анализа 
опубликованных данных в своем обзоре также считают, 
что культивирование эмбрионов при низких концентра-
циях кислорода увеличивает результативность программ 
ЭКО/ИКСИ, а, следовательно, и рождаемость [46].

Однако G. Paternot c cоавт. (2013) пришли к вы-
воду об отсутствии улучшений в качестве эмбрионов 
на 2 и 3 сут. развития при использовании низкой концен-
трации кислорода [47].

Исследование N. Guo с соавт. (2014) состояло в из-
учении влияния кислорода на различных стадиях разви-
тия эмбриона [48]. Наблюдали за развитием 1254 оо-
цитов, полученных от 92 пациенток. Как и в предыдущих 
работах, ооциты были разделены на две группы в за-
висимости от концентрации кислорода. Статистически 
значимой разницы в частоте оплодотворения между 
двумя группами обнаружено не было. Однако в группе 
с 5 % О2 количество «оптимальных» эмбрионов на 3 сут. 
развития было выше (72,4 против 64,2 %). Также был 
выше процент формирования бластоцист в группе 
с пониженным содержанием кислорода (64,5 против 
52,9 %). Авторы пришли к заключению, что низкая кон-
центрация кислорода может существенно повысить по-
тенциал развития эмбриона, что положительно повлия-
ет на результативность цикла ЭКО.

Z. Peng с соавт. (2015) проанализировали 
3484 цикла ЭКО/ИКСИ, разделенные на 3 группы, от-
личающиеся условиями инкубации с момента трансва-
гинальной пункции фолликулов до переноса эмбрионов 
(на 3 сут. развития):

I группа: 5 % СО2, 20 % О2 — 1131 цикл;
II группа: 1 сут. культивирования: 5 % СО2, 20 % О2; 2 сут. 

культивирования: 5 % СО2, 5 % О2, 90 % N2 — 1258 циклов;
III группа: 5 % СО2, 5 % О2, 90 % N2 — 1095 циклов [49].
Эмбрионы из III группы показали более высокий про-

цент оплодотворения и имплантации, чем эмбрионы 
из других групп. Данные показатели оказались самыми 
низкими во II группе. Не наблюдалось различий между 
тремя группами по уровню многоплодных беременно-
стей и замерших беременностей.

C.O. Nastri с соавт. (2016) провели анализ более 
20 обзоров, в которых опубликованы данные о влиянии 
концентрации кислорода на развитие эмбрионов и ис-
ход программ ВРТ и считают, что на сегодняшний день 
нельзя сделать однозначный вывод о целесообразности 
культивирования эмбрионов в условиях гипоксии [50].

Ниже представлена таблица, обобщающая и допол-
няющая вышеперечисленные исследования (включает 
работы, объектом изучения которых стали ооциты и эм-
брионы человека).

В целом, различия в эффективности процедур ЭКО 
при гипоксии и нормоксии, описанные выше, возможно 
связаны с разными подходами к формированию низ-
кокислородной среды и манипуляциями с эмбрионами 
(групповое или раздельное культивирование, односту-
пенчатые или многоступенчатые среды). Рассмотрим не-
которые технические аспекты.

технические решения для достижения гипоксии 
для врт

Для культивирования культур клеток, требующих пони-
женного парциального давления кислорода в атмосфере, 
используются мультигазовые инкубаторы, обеспечиваю-
щие контроль уровня и CO

2 и O2, используя азот для вы-
теснения окружающего воздуха. Азот снижает уровень 
кислорода ниже атмосферного для создания микроаэро-
фильных (гипоксических) условий клеток в диапазоне 
от 0,2 до 20 % кислорода. Также возможно использова-
ние уже готовой высокоочищенной газовой смеси с за-
данными концентрациями входящих в состав газов.

В последнее время все большее применение находят 
планшетные инкубаторы. Они могут работать в двух ре-
жимах: мультигазовом или моногазовом. Планшетный 
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таблица. Сводный анализ научных работ, посвященных оценке влияния гипоксических условий культивирования 
на эмбриональное развитие и результативность ЭКО

Исследование
Число 

уча стников

Продолжи-
тельность 
культиви-
рования

Инкубатор
Среда 

культиви рования
Результаты исследований

J.C. Dumoulin 
и соавт., 
1999 [26]

1380 циклов 3 сут. — — Нет статистически значимых 
различий

M. Bahceci,
2005 [27]

712 ооцитов 3 сут. — — Нет статистически значимых 
различий

А. Petersen 
и соавт., 
2005 [28]

126 криоко н-
сервированных 

эмбрионов

6 сут. Анаэробная 
рабочая 
станция, 
Thermo Forma

Medicult Увеличение процента 
образования морул/бласто-
цист в группе с гипоксией

B. Kea и соавт., 
2006 [30]

1045 ооцитов 3 сут. — — Нет статистически значимых 
различий

J.M. Cieslak 
Janzen и соавт.,
2008 [31]

1379 ооцитов 3 сут.,
5 сут.

— Global medium Нет статистически значимых 
различий

B. Kovacic 
и соавт.,
2008 [32]

1916 ооцитов 5 сут. — — Увеличение процента фор-
мирования бластоцист 
в группе с гипоксией

U. Waldenstrom 
и соавт.,
2009 [33]

396 циклов 5 сут. Labrum Klimat BlastAssist System Увеличение процента фор-
мирования бластоцист 
и процента наступления 
беременностей в группе 
с гипоксией

H. Ciray и соавт.,
2009 [34]

75 ооцитов 3 сут.,
5 сут.

Thermo Forma 
3141
Forma Scientific

Quinn’s Advantage 
Plus Cleavage 
Medium, 
Quinn’s Advantage 
Plus Blastosyst 
Medium

Увеличение процента фор-
мирования бластоцист 
в группе с гипоксией

M. Meinties 
и соавт.,
2009 [35]

230 циклов 3 сут.,
5 сут.

Forma 3120 G-1 medium, 
G-2 medium, HSA-
supplemented 
(Vitrolife)

Увеличение процента 
рождаемости в группе 
с гипоксией

J. Graham 
и соавт.,
2010 [36]

84 цикла 3 сут.,
5 сут.

— — Увеличение процента фор-
мирования бластоцист 
и процента наступления 
беременностей в группе 
с гипоксией

C. Kovacic 
и соавт.,
2010 [37]

647 циклов 3 сут. CB 150 Binder BlastAssist 
(Medicult)

Увеличение процента 
наступления беременностей 
в группе с гипоксией

А. Mitsoli 
и соавт.,
2011 [38]

464 циклов 3 сут. — COOK Улучшение морфологии 
эмбрионов на 3 сут. развития 
в группе с гипоксией

E. Kasterstein 
и соавт.,
2013 [45]

3638 ооцитов 3 сут.,
5 сут.

NuAire Vitrolife Увеличение процента фор-
мирования бластоцист, 
процента имплантации 
и процента наступления 
беременностей в группе 
с гипоксией

G. Paternot 
и соавт.,
2013 [47]

790 эмбрионов 3 сут. Мини-
инкубатор,
стандартный 
инкубатор

— Нет статистически значимых 
различий



44 ОБЗОРЫ

Гены & Клетки Том XIII, № 2, 2018

инкубатор состоит из нескольких отдельных камер 
с крышками. Эмбрионы каждой пациентки находятся 
в отдельной ячейке. Открытие камеры и осмотр эмбри-
онов одной пациентки не оказывает отрицательного 
воздействия на другие эмбрионы, находящиеся в ин-
кубаторе, так как условия их культивирования остают-
ся неизменны. Культивирование в отдельных камерах, 
не зависящих друг от друга, позволяет свести к мини-
муму метаболический стресс для эмбрионов при от-
крывании, что невозможно в обычных мультигазовых 
инкубаторах. В некоторых планшетных инкубаторах 
предусмотрен встроенный смеситель газов, то есть го-
товая газовая смесь не требуется, а заданные соотно-
шения CO2 и N2 смешиваются автоматически.

Важно отметить, что в настоящее время у лаборато-
рий ЭКО нет технической возможности обеспечить по-
стоянную гипоксийную (физиологическую) концентра-
цию кислорода при культивировании эмбрионов со дня 
оплодотворения и до момента переноса, так как оценка 
морфологических характеристик эмбриона и смена куль-
туральных сред (при использовании последовательной 
системы культивирования) сопряжены с извлечением 
их из инкубатора в условиях атмосферной концентрации 
O2. Таким образом, даже при использовании мультига-
зовых инкубаторов, эмбрионы подвергаются периодиче-
скому воздействию высоких концентраций O2, что может 
привести к неисследованным на данный момент изме-
нениям в экспрессии генов, биохимических процессов 
и повлиять на развитие эмбрионов. Возможно, именно 
различия в кратности и продолжительности воздействия 
атмосферного кислорода во время манипуляций с эм-
брионами в экспериментах по культивированию их в ги-
поксийных условиях объясняют различия в эффективно-
сти описанных выше исследований.

С появлением технологии Timelapse (метод покадро-
вой съемки) появилась возможность непрерывно на-
блюдать за развитием эмбрионов в условиях реального 
времени, не вынимая их из инкубатора. На основании 
скорости деления и морфологических характеристик 
эмбрионов в определенные промежутки времени про-
грамма помогает выявить наиболее перспективные эм-
брионы для наступления беременности. Однако даже при 
использовании данной технологии воздействие атмос-
ферной концентрации кислорода на ооциты во время 
удаления клеток кумулюса перед ИКСИ и самой процеду-
рой оплодотворения, мы избежать не можем.

Решить данную проблему можно с помощью гипок-
сической (анаэробной) станции. Гипоксическая стан-
ция — это закрытая система, позволяющая провести 
весь эмбриологический этап протокола ЭКО в необхо-
димом атмосферном окружении: имеется возможность 

комплектации станции, как бинокулярной лупой, так 
и инвертированным микроскопом с системой микрома-
нипуляторов и видеорегистрацией (рис.). Применение по-
добной станции позволяет проводить все манипуляции 
с эмбрионами при постоянной (гипоксийной) концентра-
ции кислорода, как во время манипуляций, так и во время 
смены среды и морфологического анализа.

рис. Гипоксическая (анаэробная) станция для 
культивирования эукариотических клеток, выполненная 
на основе двух камер Bactrox со шлюзовыми камерами, 
встроенным инвертированным флуоресцентным 
и бинокулярным микроскопами (Институт фундаментальной 
биологии и медицины, Казанский (Приволжский) 
федеральный университет)

заключение
Кислород играет важную роль в метаболизме эм-

бриона. Он используется при окислительном фосфори-
лировании. В процессе переноса электронов по транс-
портной цепи возможно образование активных форм 
кислорода [52, 53]. Среди них ионы кислорода, сво-
бодные радикалы и перекиси. Свободные радикалы 
повреждают митохондрии и митохондриальную ДНК. 
Количество митохондриальной ДНК в эмбриональных 
клетках млекопитающих невелико [54]. Некоторые 
ключевые ферменты окислительного фосфорилирова-
ния закодированы в ДНК митохондрий. Следовательно, 
при повреждении ДНК их синтез нарушается. С точ-
ки зрения клинической эмбриологии, эмбрионы, по-
страдавшие от окислительных нарушений, выявля-
ются не сразу, а на более поздних этапах развития. 
Активные формы кислорода вызывают повреждение 
клеточной мембраны, приводят к ДНК-фрагментации, 
а также участвуют в процессах апоптоза. Кроме того, 

Исследование
Число 

уча стников

Продолжи-
тельность 
культиви-
рования

Инкубатор
Среда 

культиви рования
Результаты исследований

N. Guo и соавт.,
2014 [48]

1254 ооцитов 3 сут.,
5 сут.

K-MINC 1000,
Labotect C200

Vitrolife Увеличение процента фор-
мирования бластоцист 
в группе с гипоксией

Z. Peng и соавт.,
2015 [49]

3484 циклов 3 сут. K-MINC 1000,
SANYO 
MCO-5AC

Vitrolife Увеличение процента 
имплантации в группе 
с гипоксией

Y. Yang и соавт.,
2016 [51]

122 эмбрио-
на после 

криоконсер-
вации

с 3 по 5 сут. APC-30D, 
SMA30DR 
(ASTEC)

SAGE Более высокая скорость 
деления, низкий уровень 
апоптоза в группе 
с гипоксией
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уровень кислорода играет важную роль в регуляции 
экспрессии многих генов.

В отличие от ранее опубликованных обзоров по дан-
ной теме, в этот обзор включены работы по изучению 
влияния гипоксии не только на «свежие» эмбрионы, 
но и на эмбрионы после криоконсервации.

В некоторых из рассмотренных нами исследований 
сделан вывод о недоказанной эффективности культиви-
рования эмбрионов до 3 сут. в условиях пониженной кон-
центрации кислорода [26, 27, 30, 31]. Однако при исполь-
зовании методики длительного культивирования (5 сут.) 
в условиях гипоксии большинство авторов отмечают поло-
жительный эффект (увеличение процента формирования 
бластоцист, процента имплантации и/или процента насту-
пления беременностей) [28, 29, 32–38, 41, 45, 48, 49].

Важным событием преимплантационного разви-
тия является переход управления развитием эмбриона 
от материнского генома (генома ооцита) к геному заро-
дыша. Активация эмбриогенома человека инициируется 
на 4–8-клеточной стадии (2–3 сут. развития) [55]. Это 
может быть возможным объяснением благоприятного 
влияния пониженной концентрации кислорода на эмбри-
ональное развитие, начиная с 3 сут.

Положительное влияние гипоксических условий куль-
тивирования, вероятно, связано с активацией гипоксия-
индуцибельных факторов (HIFs) [56]. Эффекты HIFs вы-
ражаются в активации экспрессии большого количества 
генов, участвующих в гликолизе, ангиогенезе, пролифе-
рации и эритропоэзе [29, 57, 58].

На основании рассмотренных работ и, исходя из соб-
ственного опыта, для рутинного применения в клиниче-
ской практике мы можем рекомендовать планшетный 
мультигазовый инкубатор со следующими концентраци-
ями газов: 6 % CO2, 5 % O2.

Эксперименты, включенные в данный обзор, имеют 
некоторые недостатки. Основным из них, на наш взгляд, 
является использование инкубаторов различного типа 
в каждой из изучаемых групп (отличались объем инку-
баторов, система нагрева и поддержания температуры). 
То есть, сравнивались не только концентрация кислоро-
да, но и условия культивирования. Это могло повлиять 
на результат анализа [59].

Необходимы дальнейшие исследования с применени-
ем инкубаторов одного типа для всех рассматриваемых 
групп, а также оценка влияния культивирования эмбри-
онов при пониженной концентрации кислорода на исход 
беременностей и здоровье рожденных детей.
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Нейровоспаление как морфофункциональное изменение 
нервной ткани может возникать под воздействием различного 
рода стрессовых факторов. Развитие нейровоспаления на фоне 
посттравматического стрессового расстройства (ПТСР) связа-
но с изменением морфологии нейронов и клеток глии, а также 
активацией микроглиальных клеток, однако конкретные моле-
кулярные механизмы этих изменений до сих пор неизвестны. 
В данном обзоре рассматриваются связи между эндокринной, 
иммунной и лимбической системами при стрессе, их вклад 
в формирование ПТСР, роль гематоэнцефалического барьера, 
а также современные методические подходы к исследованию 
нейровоспаления.

ключевые слова: стресс, цитокины, астроциты, микроглия, 
нейро-иммунные взаимодействия.

Neuroinflammation causes morphological and functional 
changes in the nervous tissue and it can be triggered by differ-
ent kind of stressors. Progress of neuroinflammation as a result 
of post-traumatic stress disorder (PTSD) is associated with mor-
phological changes in neurons and glial cells, as well as activation 
of microglia, however the exact molecular mechanisms of these 
changes are still unknown. In this review we discuss the connec-
tions between endocrine, immune and limbic systems during 
stress, the contributions of each system, the role of blood-brain 
barrier, as well as current methods and approaches in studying 
neuroinflammation.

keywords: stress, cytokines, astrocytes, microglia, neuro-
immune interactions.

хронический стресс и феномен нейровоспаления
Посттравматическое стрессовое расстройство 

(ПТСР) — тяжелая психическая патология, механизмы 
развития которой все еще остаются неясны. По МКБ-10, 
эта психопатология относится к группе реакций на тя-
желый стресс и нарушения адаптации (F43) [1]. ПТСР 
возникает как отсроченный или затянувшийся ответ 
на стрессовое событие (краткое или продолжительное) 
исключительно угрожающего или катастрофического ха-
рактера. При ПТСР группа характерных симптомов, среди 
которых отмечают высокий уровень тревожности, сохра-
няется на протяжении более месяца после психологиче-
ской травмы. Тревога как психическое состояние харак-
теризуется ожиданием потенциальной угрозы, в отличие 
от страха, который является эмоциональной реакцией 
на непосредственное воздействие конкретного угрожаю-
щего раздражителя [2]. Тревога эволюционно консерва-
тивна и, будучи частью универсального механизма адап-
тации к неблагоприятным условиям, сопровождается как 
поведенческими, так и физиологическими реакциями, 
включая избегание, чрезмерную бдительность, возбуж-
дение и сопутствующие вегетативные проявления [3].

Имеется множество доказательств тому, что цен-
тральные механизмы, лежащие в основе страха и тре-
вожных состояний, у людей и животных похожи [2], 
в связи с чем открываются широкие перспективы для 
исследований патофизиологии тревожных расстройств 
на модельных объектах. Из всего многообразия пове-
денческих моделей ПТСР на грызунах две считаются 
наиболее валидными: модель повторного социального 
поражения (Repeated Social Defeat, RSD) и модель стрес-
са, вызванного хищником (Predator Stress Model), где 
животное в течение определенного времени находится 
в непосредственной близости с кошкой, либо ему предъ-
является запах хищника. На данных моделях показаны 
изменения, происходящие на клеточном уровне, а так-
же изменения в поведении у грызунов, схожие с харак-
теристиками ПТСР у человека [4]. При моделировании 

хронического стресса, когда мышь помещают в клетку 
с агрессивным сородичем на 6 ночей (RSD), обнаружено 
увеличение уровня моноцитов в крови, активация микро-
глиальных клеток в мозге, а также усиление тревожного 
поведения по истечении 8 дней после последнего стрес-
сового воздействия. Через 24 дня после RSD также на-
блюдаются симптомы социального избегания и высокие 
уровни мРНК провоспалительных цитокинов: интерлей-
кинов 1β и 6 (ИЛ-1β и ИЛ-6) и фактора некроза опухолей 
(ФНО-α) в микроглиальных клетках [5].

Есть убедительные данные наличия признаков нейро-
воспаления при ПТСР у человека и у животных на моде-
лях данного расстройства. В большинстве исследований 
оценивают уровни провоспалительных цитокинов в кро-
ви пациентов с ПТСР. Обнаружено, что в крови у пациен-
тов с ПТСР по сравнению с контролем и с лицами, пере-
несшими травму без развития ПТСР, значимо повышены 
уровни таких провоспалительных цитокинов, как ИЛ-1β, 
ИЛ-6 и ФНО-α, а также компонентов системы компле-
мента (причем уровни последних позитивно коррелируют 
с тяжестью симптомов ПТСР) [6].

Эти данные говорят о том, что периферическое вос-
паление присутствует при ПТСР, но не свидетельствуют 
о его роли в патогенезе заболевания. Тем не менее, бо-
лее высокие уровни цитокинов, выявленные в плазме 
крови военных перед их участием в боевых действиях, 
связаны с повышенным риском развития ПТСР после 
их возвращения из горячих точек [7]. Кроме того, более 
высокий уровень глюкокортикоид-зависимой продукции 
цитокинов и Т-клеточной пролиферации в плазме крови 
перед военными действиями, связан с повышенной вы-
раженностью симптомов ПТСР у солдат после возвраще-
ния из зоны боевых действий [8]. Однако отсутствие убе-
дительных данных о признаках нейровоспаления в мозге 
пациентов, перенесших ПТСР, не позволяет однозначно 
ответить на вопрос о том, насколько уровень перифери-
ческих цитокинов отражает вовлеченность нейроиммун-
ных процессов в патогенез ПТСР.
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Использование моделей ПТСР на животных дает 
возможность прояснить данный вопрос. У мышей 
на 8 день после стрессового воздействия было выявле-
но увеличение уровня циркулирующих в крови моноци-
тов и повышение тревожности в поведенческих тестах. 
На 24 день после стрессового воздействия тревожное 
поведение и повышенный уровень мРНК провоспали-
тельных цитокинов в микроглиальных клетках (ИЛ-1β, 
ИЛ-6 и ФНО-α) все еще наблюдались, при этом пери-
ферические признаки воспаления отсутствовали [5]. 
Также есть данные о повышенной экспрессии ИЛ-1β, 
ИЛ-6 и ФНО-α в гиппокампе крыс при моделировании 
ПТСР, причем данный эффект сохранялся через 2 неде-
ли после воздействия стресса [6].

Эксперименты на грызунах показали, что гиппокам-
пальные проекции нейронов из основания и CA1 поля 
в префронтальную кору задействованы в регуляции 
когнитивных функций и эмоций [7]. В то же время у па-
циентов, страдающих ПТСР (а также у пациентов с ши-
зофренией и депрессией), обнаружены структурные 
и функциональные изменения в нейронных связях между 
гиппокампом и префронтальной корой [8]. Установлено, 
что в генерации и поддержании патологической трево-
ги [2, 5], а также патогенезе депрессии [9] участвуют пре-
фронтальная кора, гиппокамп, миндалина, голубое пятно 
и некоторые другие структуры мозга.

Морфологические изменения ткани мозга затраги-
вают все типы нервных клеток. В последние годы все 
больше клинических исследований и работ на модель-
ных объектах свидетельствуют о вовлечении глиаль-
ных клеток в патофизиологию тревоги. Например, из-
учение постмортальных образцов человеческого мозга, 
а также иммуногистохимические и гистологические 
данные показывают снижение плотности глиальных 
клеток в специфических областях коры и лимбической 
системы у пациентов с данными психопатологиями [10]. 
Морфологические изменения нейронов и глиальных 
клеток рассматривают как одну из причин снижения 
объема гиппокампа при тревожных и депрессивных 
расстройствах. При использовании различных моделей 
хронического стресса наблюдаются морфологические 
изменения нейронов в гиппокампе и миндалине у крыс. 
Хронический иммобилизационный стресс приводит 
к атрофии дендритов и нарушению ветвления пирамид-
ных нейронов в зоне СА3 гиппокампа. При этом пирамид-
ные и звездчатые нейроны в базолатеральном комплек-
се миндалины демонстрируют, наоборот, увеличение 
дендритного ветвления в ответ на иммобилизационный 
стресс. Хронический стресс непредсказуемости, однако, 
оказывает незначительное влияние на СА3 пирамид-
ные нейроны гиппокампа и индуцирует атрофию толь-
ко биполярных нейронов базолатеральной миндалины. 
Стоит отметить, что различия имеют место и на уровне 
поведения экспериментальных животных: при хрониче-
ском иммобилизационном стрессе у крыс наблюдается 
тревожное поведение (снижается активность в откры-
том рукаве лабиринта), в то время как при хроническом 
стрессе непредсказуемости подобных поведенческих 
паттернов не выявлено [11]. Эти результаты демонстри-
руют, что некоторые формы хронического стресса, воз-
действуя на нервные клетки в миндалине и гиппокампе, 
могут привести к поведенческим проявлениям повы-
шенной тревожности. Таким образом, индуцированная 
стрессом нейрональная пластичность указанных струк-
тур мозга может рассматриваться как биологическая 
основа тревожных расстройств, вызванных хроническим 
стрессом. Исследования с применением магнитно-ре-
зонансной томографии, проведенные на людях, также 

указывают на существенный вклад морфологических 
изменений нервной ткани в патофизиологию тревожных 
расстройств, вызванных стрессом. При изучении свя-
зи между изменениями уровня стресса и изменениями 
плотности серого вещества было показано, что сниже-
ние субъективно ощущаемого уровня стресса позитивно 
коррелирует со снижением плотности серого вещества 
в правой базолатеральной миндалине. Было также про-
демонстрировано, что нейропластические изменения 
связаны с улучшением психологического состояния [12].

Активно изучается также роль микроглиальных 
клеток как резидентных макрофагов в патофизиоло-
гии стресса. Известно, что клетки микроглии способны 
изменять фенотип (поляризоваться, активироваться) 
в ответ на определенные воздействия. M.A. Calcia с со-
авт. (2016) в обзоре о влиянии стресса на микрогли-
альную активность в гиппокампе, рассмотрели 11 на-
учных работ, включающих 13 различных протоколов 
формирования стресса у животных [13]. Во всех 11 ис-
следованиях сообщается о значительном увеличении 
Iba-1-иммунореактивности в гиппокампе (Iba-1 часто 
используется как маркер микроглиальных клеток, в том 
числе реактивных), хотя данные варьировались при ис-
пользовании различных протоколов.

Несмотря на очевидные изменения морфологии кле-
ток нервной ткани, конкретные молекулярные механизмы 
этих изменений остаются неизвестными. Эксперименты 
на животных показывают, что в ответ на психологический 
стресс, а также при различных психопатологиях в нерв-
ной ткани происходят воспалительные процессы, сходные 
с иммунными реакциями в ответ на повреждение ткани 
или проникновение инфекционных агентов — нейровоспа-
ление. Нейровоспаление может носить как адаптивный, 
защитный характер (например, в случае острого стресса), 
так и маладаптивный, приводящий к изменению морфо-
логии клеток, их атрофии и даже гибели (хронический 
стресс) [14]. Воспалительные процессы в нервной ткани 
наблюдаются при различных психологических расстрой-
ствах, в том числе ПТСР, и сопровождаются повышенной 
реактивностью иммунной системы в целом и изменени-
ем фенотипа микроглиальных клеток — активированием 
микроглии [15]. Было показано, что тревожным расстрой-
ствам сопутствуют нарушения иммунной регуляции и ак-
тивация воспалительной системы реагирования [16–19]. 
Иммунная активация у тревожных пациентов выражалась 
в увеличении количества циркулирующих в крови лимфо-
цитов и фагоцитов, повышались уровни активированных 
иммунных клеток, и соответственно, увеличивалась выра-
ботка ИЛ-1β, ИЛ-6 и ФНО-α через активирование макро-
фагов [17, 20–22]. На экспериментальных моделях у жи-
вотных продемонстрирована корреляция между числом 
периферических моноцитов и симптоматикой ПТСР [23]. 
Замечено, что у крыс с удаленной селезенкой наблюда-
ется меньшее повреждение нервной ткани после стрес-
са [23, 24]. Исследование, проведенное G.M. Lewitus 
с соавт. (2008), показало, что Т-лимфоциты проникают 
через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) после эпизо-
дов стресса [25]. В то же время цитокины и их рецепторы 
повсеместно распространены в мозге, и их продуцирова-
ние происходит не только лейкоцитами, проникающими 
через ГЭБ, но также и глиальными клетками, эндотели-
альными клетками мозга и нейронами [26].

В связи с этим возникает вопрос, возможно ли, что 
изменения в морфологии клеток мозга, происходящие 
при хроническом стрессе, обусловлены повышенной ре-
активностью иммунной системы в целом и проникнове-
нием лимфоцитов и (или) провоспалительных цитокинов 
из крови в нервную ткань?
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В ходе развития воспаления провоспалительные 
цитокины могут получить доступ к центральной нерв-
ной системе и взаимодействовать с цитокиновой сетью 
мозга [27], влияя на баланс между М1 и М2 феноти-
пами микроглиальных клеток. Цитокины воздейству-
ют на нейромедиаторные системы и, таким образом, 
на нейросети мозга, в частности, в дорсальной области 
передней части поясной извилины коры головного моз-
га, что приводит к значительным изменениям в уровнях 
тревожности и возбуждения [17, 22, 27]. С другой сто-
роны, провоспалительные цитокины являются одним 
из факторов снижения пролиферативной активности 
нервных клеток в гиппокампе, а также активации ги-
поталамо-гипофизарно-адреналовой (ГГА) оси [16, 26, 
28]. Показано, что у пациентов с нейропсихическими 
расстройствами, вызванными стрессом, ИЛ-6 может 
через гипоталамические нейроны стимулировать выход 
кортикотропина и, как следствие, приводить к выбросу 
кортизола в кровь надпочечниками. С другой стороны, 
повышение уровня этого провоспалительного фактора 
в нервной ткани сопровождается атрофией дендритов 
и гибелью нейронов в пределах гипоталамуса [18]. ПТСР 
вызывает изменения не только в нервной ткани отделов 
лимбической системы, но также сопровождается повы-
шением уровня глюкокортикоидов в плазме [29], что, 
в свою очередь, приводит к сдвигу в балансе иммунной 
системы в сторону доминирования Th2 лимфоцитов. 
С другой стороны, проходя через гематоэнцефаличе-
ский барьер, глюкокортикоиды получают доступ к нерв-
ной ткани. Гиппокамп является одним из регионов мозга 
с наиболее высокой плотностью глюкокортикоидных ре-
цепторов, что указывает на важную роль этой структуры 
в регуляции взаимодействия между периферией (вис-
церальными системами) и центром (головной мозг) при 
развитии стрессовой реакции [30]. Однако роль глюко-
кортикоидных и минералкортикоидных рецепторов гип-
покампа в поддержании активности ГГА оси, вероятно, 
различна. Активация глюкокортикоидных рецепторов 
гиппокампа приводит к подавлению выброса кортизола 
в кровь, в то время как минералокортикоидные рецеп-
торы гиппокампа, обладающие высокой афинностью 
и также связывающие глюкокортикоиды даже в период 
базальной секреции, видимо, опосредуют поддержание 
исходного уровня активности ГГА оси [30, 31]. Тот факт, 
что паравентрикулярные ядра гипоталамуса, непосред-
ственно регулирующие активность адреналового звена, 
имеют прямые нейрональные проекции как от гиппо-
кампа, так и от миндалины и префронтальной коры, сви-
детельствует о значительном регуляторном эффекте 
лимбической системы на состояние системы гумораль-
ного контроля стресса [29, 32].

Таким образом, сложность связей между эндокрин-
ной, иммунной и лимбической системами оставляет 
открытым вопрос о последовательности процессов 
в развитии и поддержании ПТСР. Взаимодействие мно-
гочисленных гуморальных факторов, таких как цитоки-
ны и гормоны, с нервной тканью осуществляется через 
ГЭБ, поэтому его проницаемость, вероятно, играет суще-
ственную роль в развитии нейровоспаления.

роль состояния гематоэнцефалического барьера 
в развитии нейровоспаления

Центральная нервная система долгое время счита-
лась «привилегированной в иммунологическом отно-
шении» благодаря наличию ГЭБ, роль которого состоит 
не только в защите нервной ткани от проникновения 
токсинов, ксенобиотиков и флуктуаций в составе плаз-
мы, но также в ограничении доступа в нервную ткань 

иммунных клеток, цитокинов, что делает невозможным 
развитие иммунных реакций, подобных тем, которые 
мы наблюдаем на периферии. Однако как показывают 
последние данные, ГЭБ представляет собой динамичную 
структуру, через которую происходит сложное взаимо-
действие между кровью и нервной тканью, и результатом 
этого взаимодействия могут быть как дегенеративные 
(способствующие развитию болезни), так и, вероятно, 
адаптивные изменения.

ГЭБ состоит из трех основных типов клеток: эндо-
телиальных клеток, соединенных плотными и адгезив-
ными контактами, а также перицитов и астроцитарных 
отростков. Плотные контакты «сшивают» клетки эндоте-
лия между собой, обеспечивая барьерную функцию. При 
определенных условиях в ГЭБ происходят изменения, 
которые можно наблюдать на гистологическом уровне 
(нарушение целостности плотных контактов, изменение 
морфологии клеток, апоптоз клеток эндотелия) и (или) 
молекулярном уровне (изменение экспрессии транспор-
теров без нарушения целостности барьера). В регуляции 
экспрессии плотных контактов играют роль перициты, 
микроглиальные клетки, астроциты и нейроны, поэтому 
проницаемость ГЭБ может существенно изменяться. 
Повышение проницаемости может произойти вслед-
ствие механической травмы мозга [33] или ишемиче-
ского инсульта [34], в этом случае происходит наруше-
ние целостности контактов, деградация гликокаликса 
и дегенеративные изменения в клетках глии. Медиаторы 
воспаления также влияют на проницаемость, хотя ре-
зультаты исследований неоднозначны и зависят от экс-
периментальной модели, типа медиатора, его дозы 
и времени экспозиции. Известно, что воспаление, воз-
никающее на периферии, изменяет уровень экспрессии 
плотных контактов: снижение экспрессии окклюдинов 
и повышение экспрессии белков ZO-1 [35], однако на-
рушения целостности барьера может и не наблюдать-
ся [36]. При хроническом воспалении происходит сни-
жение экспрессии монокарбоксилатных транспортеров, 
переносчиков аминокислот, лептина, простагландинов 
и амилоида, в то время, как экспрессия транспортеров 
инсулина, ФНО-α и моноаминов увеличивается [37]. 
Клетки эндотелия экспрессируют рецепторы к ИЛ-1β, 
ИЛ-6 и ФНО-α и способны активироваться под воздей-
ствием этих цитокинов [38]. Возможны три варианта 
передачи сигнала цитокинами из периферической кро-
ви в мозг: 1) посредством активирования рецепторов 
эндотелия и образования вторичных мессенджеров, 
таких, как простагландины; 2) через специфические 
транспортеры цитокинов; 3) при непосредственном про-
никновении цитокинов через ГЭБ в областях, где его 
проницаемость повышена в нормальном состоянии 
(циркумвентрикулярные органы, сосудистое сплете-
ление желудочков мозга) [14, 39]. Предполагают, что 
в случае периферического воспаления проникновение 
цитокинового сигнала в центральную нервную систему 
активирует микроглиальные клетки (что сопровождает-
ся увеличением уровня экспрессии Iba-1 и изменением 
морфологии клеток) и способствует de novo синтезу 
цитокинов в мозге (преимущественно ИЛ-1 и ФНО-α) 
и развитию нейровоспаления [39, 40]. При этом моно-
циты крови во время стресса могут проникать через ГЭБ 
в нервную ткань, где они принимают микроглиальный 
фенотип. Интересно, что в этом случае наблюдается ре-
гиональная гетерогенность: путь входа моноцитов в цен-
тральную нервную систему влияет на их дальнейшую 
специализацию и фенотип. Проникновение через обо-
лочки мозга инициирует фенотип по типу М1 микроглии, 
тогда как вход через сосудистое сплетение приводит 
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к M2-поляризации моноцитов. Сам процесс миграции 
моноцитов крови может привести к дополнительным по-
вреждениям ГЭБ, что, в свою очередь, облегчает даль-
нейшую миграцию, в том числе лимфоцитов и нейтрофи-
лов [23, 41, 42]. Процесс проникновения клеток через 
ГЭБ носит название диапедеза и происходит в два эта-
па: преодоление эндотелиального и глиального барье-
ров [37]. ИЛ-1β, ФНО-α и липополисахарад способны ак-
тивировать эндотелиальные клетки, которые начинают 
экспрессировать Р- и Е-селектины и молекулы клеточ-
ной адгезии ICAM-1 и VCAM-1, облегчающие миграцию 
иммунных клеток через ГЭБ. Дальнейшее проникнове-
ние иммунных клеток в нервную ткань обеспечивается 
разрушением базальной мембраны металлопротеина-
зами МРР2 и МРР9, источниками которых являются 
перициты и глиальные клетки [43]. Однако есть данные 
о том, что реактивные астроциты препятствуют мигра-
ции иммунных клеток в нервную ткань, подавляя, таким 
образом, развитие нейровоспаления [44].

Данные о влиянии стресса на состояние ГЭБ проти-
воречивы. В частности, P. Esposito с соав. (2001) про-
демонстрировали, что у крыс, подвергшихся острому 
иммобилизационному стрессу, происходит увеличение 
проницаемости ГЭБ в промежуточном мозге и моз-
жечке (но не в церебральной коре) [45], в то время как 
M. Roszkowski с соав. (2016), протестировав на мышах 
несколько протоколов острого и хронического стрес-
са, не обнаружили увеличения проницаемости [46]. 
Возможно, что имеет место избирательное изменение 
проницаемости ГЭБ, происходящее за счет изменения 
уровней экспрессии определенных транспортеров под 
воздействием провоспалительных цитокинов.

Резюмируя вышесказанное, нужно отметить, что 
ГЭБ является сложно организованной и динамичной 
структурой, через которую происходит взаимодействие 
иммунной и нервной систем. Периферическое воспа-
ление изменяет состояние ГЭБ через сигнализацию 
цитокинами, что может привести к нарушению целост-
ности барьера, миграции иммунных клеток и дальней-
шему развитию воспалительных процессов в нервной 
ткани. Медиаторы воспаления — цитокины — синтези-
руются как клетками крови, так и активированными 
глиальными клетками de novo. Возможно, что синтез 
провоспалительных цитокинов de novo клетками мозга 
способствует поддержанию нейровоспалительных про-
цессов, которые наблюдаются при хроническом стрес-
се. Однако на сегодняшний день до сих пор неизвестно, 
что является первичным сигналом, запускающим ней-
ровоспаление: активация клеток глии периферически-
ми провоспалительными цитокинами, уровень которых 
в крови зависит от степени активации ГГА оси (перифе-
рическая активация), или же существуют центральные 
механизмы, запускающие синтез провоспалительных 
цитокинов в мозге (центральная активация), а ГГА ось 
стресса играет роль в поддержании уже начавшихся 
процессов нейровоспаления в мозге.

цитокины и нервный контроль иммунных функций
Стресс активирует симпато-адренало-медуллярную 

(быструю, нервную) и гипоталамо-гипофизарно-адрена-
ловую (медленную, гуморальную) оси стресса, что при-
водит к выделению в кровь катехоламинов мозгового 
вещества надпочечников — адреналина и норадрена-
лина, а также кортикостероидных гормонов (кортизола 
у человека и кортикостерона у грызунов), в совокупно-
сти обеспечивающих общую мобилизацию организма, 
известную как реакция «бей или беги» [14]. Адреналин 
увеличивает частоту сердечных сокращений, повышает 

кровяное давление и концентрацию глюкозы в кро-
ви, подготавливая организм к устранению угрозы или 
ее избеганию, в то время как кортикостероиды, наряду 
с другими функциями, угнетают определенные компо-
ненты иммунного ответа, снижая концентрацию провос-
палительных интерлейкинов ИЛ-1 и ИЛ-6 и ФНО-α и, 
в то же время, способствуя повышению уровня антивос-
палительных интерлейкинов ИЛ-4, ИЛ-10, ИЛ-13 в кро-
ви [47]. Предполагается, что подавление определенных 
иммунных реакций в данном случае способствует сохра-
нению энергии, необходимой для общей мобилизации 
организма [14]. В крови глюкокортикостероиды связаны 
с транскортином, или кортикоид-связывающим глобули-
ном, и это единственное, что препятствует их прямому 
прохождению через ГЭБ [48]. Количество кортикоид-
связывающего глобулина в крови относительно ста-
бильно (однако, уменьшается с возрастом), но в случае 
резкого увеличения уровня глюкокортикостероидов (на-
пример, при стрессе), можно ожидать, что их уровень 
в нервной ткани может резко возрасти. Однако дина-
мика изменения уровня гормонов при остром и хрони-
ческом стрессах различается: при остром стрессе на-
блюдается резкое, но недлительное повышение уровня 
глюкокортикостероидов и вазопрессина, в то время как 
при хроническом стрессе уровень глюкокортикостерои-
дов со временем понижается, а вазопрессина — компен-
саторно повышается [48, 49].

В мозге экспрессируются рецепторы к глюко- и ми-
нералкортикоидам [50]. Существует предположение, 
что первоначальное стрессирование и/или экспозиция 
глюкокортикостероидов создают эффект «иммунно-
логического прайминга», то есть увеличивают вероят-
ность развития хронического нейровоспаления в ответ 
на последующий стресс [15]. В то же время F.R. Walker 
с соавт. (2016) в своём обзоре сообщают, что лабиль-
ность уровня кортизола в ответ на стресс притуплена 
у испытуемых с малоустойчивой психикой (присутствует 
ПТСР-подобная симптоматика) [51]. Также соотноше-
ние уровней кортизола/дегидроэпиандростерона ниже 
у пациентов с ПТСР, чем у здоровых людей. Так как деги-
дроэпиандростерон обладает антиглюкокортикоидным 
действием, повышение его уровня может обуславливать 
завышенную реакцию на стресс.

Глюкокортикоиды изменяют уровень интерлейкинов 
и других цитокинов в крови, и цитокины подают сигнал 
в мозг посредством медленного (гуморального) и бы-
строго (нервного) путей. Гуморальный путь сигнализации 
заключается в том, что цитокины проходят через ГЭБ 
или же активируют вторичные посредники, например, 
простагландины, которые, в свою очередь, передают ци-
токиновый сигнал в мозг. Кроме того, противовоспали-
тельные нестероиды, проникая в мозг, блокируют внутри-
клеточную циклооксигеназу, что приводит к снижению 
выработки простагландинов клетками нервной ткани 
и препятствует развитию воспаления. Нервный путь сиг-
нализации включает активацию нервных волокон в от-
вет на повышение концентрации цитокинов. Например, 
повышенный уровень цитокинов, в частности ИЛ-1, в се-
лезенке и лимфатических узлах стимулирует активацию 
блуждающего нерва и передачу цитокинового сигнала 
в мозг [14, 51]. Предполагается, что передача сигнала 
происходит следующим образом: повышенный уровень 
цитокинов, ИЛ-1β в частности, в селезенке и лимфатиче-
ских узлах активирует интерлейкиновые рецепторы на хе-
мочувствительных клетках параганглиев и афферентных 
окончаниях блуждающего нерва, что приводит к электри-
ческой активации волокон блуждающего нерва; аффе-
рентные нейроны, тела которых находятся в узловатом 
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и яремном ганглиях, посылают отростки в ядро одиноч-
ного пути в продолговатом мозге, откуда информация 
о содержании провоспалительных цитокинов передается 
далее в гипоталамус и конечный мозг [52]. Возможна 
также активация волокон блуждающего нерва посред-
ством образования вторичных мессенджеров — про-
стагландинов [53]. Более того, в клетках узловатого 
ганглия экспрессируются Toll-рецепторы (TLR4) [54] и, 
таким образом, активация блуждающего нерва возмож-
на и в ответ на непосредственное воздействие типич-
ного воспалительного агента — липополисахарида. При 
сильно повышенном уровне цитокинов на периферии 
основным путем сигнализации в мозг считается гумо-
ральный, в то время как активация блуждающего нерва 
происходит в ответ на сравнительно небольшое повыше-
ние локального уровня интерлейкинов [52]. Локальная 
стимуляция блуждающего нерва в то же время снижает 
уровень провоспалительных цитокинов, а ацетилхолин — 
нейротрансмиттер, высвобождающийся из терминалей 
блуждающего нерва, ингибирует продукцию провоспа-
лительных интерлейкинов ИЛ-1β, ИЛ-18 и ФНО-α макро-
фагами, которые были предварительно стимулированы 
липополисахаридом [55]. Нервный контроль иммунных 
функций посредством чувствительности блуждающего 
нерва к интерлейкинам и эфферентного холинэргиче-
ского антивоспалительного действия волокон блуждаю-
щего нерва называют также воспалительным рефлек-
сом [52]. Эфферентная дуга воспалительного рефлекса, 
предположительно, модулируется, однако, конкретные 
механизмы неизвестны. На периферии никотиновый 
ацетилхолиновый рецептор α7nAChR обеспечивает ан-
тивоспалительное действие эфферентных волокон блуж-
дающего нерва [56]. α7nAChR экспрессируется в макро-
фагах, моноцитах, дентритных клетках, Т-лимфоцитах, 
эндотелии и других клетках [57]. Антивоспалительное 
действие, вызванное действием агонистов α7nAChR или 
стимуляцией блуждающего нерва, связывают со сни-
жением экспрессии CD14 и TLR4 на иммунных клет-
ках [58]. Холинэргическое ингибирование продукции 
провоспалительных интерлейкинов обеспечивается 
ингибированием транслокации NF-κB в ядро [51]. При 
антивоспалительном действии, которое оказывает сти-
муляция блуждающего нерва, наблюдается также ак-
тивация адренэргического селезеночного нерва [59], 
который берет начало в висцеральном ганглии, иннерви-
руемом эфферентными волокнами блуждающего нерва. 
Субпопуляция Т-лимфоцитов, которые экспрессируют 
адренорецепторы, продуцирует ацетилхолин в селезенке, 
что является важным условием для осуществления вос-
палительного рефлекса, как показывают эксперименты 
на мышах, у которых нет данной субпопуляции ацетилхо-
лин-продуцирующих Т-лимфоцитов [59].

Из приведенных данных следует, что не только про-
дукция и собственно уровень цитокинов — медиаторов 
воспаления — находится под контролем гуморальных 
и нервных воздействий, но и цитокины по механизму об-
ратной связи сигнализируют в мозг о степени развития 
воспаления на периферии. Наличие чувствительности 
блуждающего нерва к интерлейкинам обеспечивает 
нервный механизм регуляции иммунных функций.

стресс и серотонинергическая система
Известно, что глиальные клетки, например, астроци-

ты способны модулировать синаптическую активность, 
опосредованную нейротрансмиттерами, и, более того, 
сами выделяют ряд так называемых глиотрансмиттеров, 
таких, как АТФ, глутамат, D-серин и лактат [60]. Участие 
астроцитов является обязательной частью нормального 

функционирования глутаматергических синапсов [61]. 
Микроглиальные клетки, в свою очередь, проводят посто-
янное сканирование окружающего пространства, охва-
тывая своими отростками пре- и постсинаптические кон-
такты [62]. Микроглиальные отростки взаимодействуют 
и выборочно устраняют неактивные синапсы и шипики 
близлежащих нейронов, что указывает на их способ-
ность модулировать активность мозга и нейрональную 
пластичность [63]. Способность глиальных клеток моду-
лировать нейрональную активность и пластичность под-
разумевает наличие рецепторов к нейротрансмиттерам. 
Существуют данные, что острый и хронический стресс 
влияют на серотонинергическую систему мозга, в част-
ности, на выброс, обратный захват и уровень внекле-
точного серотонина, а также на количество пре- и пост-
синаптических серотониновых рецепторов в регионах 
мозга, ответственных за формирование страха и трево-
ги: фронтальной коре, гиппокампе, миндалине и ядрах 
шва [64]. Показано, что у млекопитающих стрессовые 
воздействия увеличивают уровень триптофана в цен-
тральной нервной системе [65–67]. Это может влиять 
на активность серотонинергических нейронов, так как 
триптофан является ключевой аминокислотой в син-
тезе важнейшего нейромедиатора — серотонина [68]. 
Уровень серотонина тесно связан с контролем страха 
и тревоги. Нарушения в работе серотонинергической 
системы приводят к различным психическим и невроло-
гическим заболеваниям [69, 70]. Регуляция уровня серо-
тонина является одним из наиболее популярных методов 
лечения депрессий и стрессовых расстройств.

Согласно A. Dahlstrom и K. Fuxe (1964), основным 
источником серотонина в мозге являются нейроны ядер 
шва, расположенные в стволе головного мозга: от перед-
ней части среднего мозга до нижних отделов продолго-
ватого мозга. Ядра шва в зависимости от своего ана-
томического нахождения классифицируются авторами 
с В1 по В9 [71] и подразделяются на ростральный от-
дел, включающий ядра среднего мозга и моста (B4-B9), 
и каудальный отдел, расположенный в продолговатом 
мозге (B1-B3). Нейроны рострального отдела посылают 
аксоны в передний мозг, а каудального отдела — к струк-
турам ствола и спинного мозга [72]. Среди всех ядер шва 
наибольшее внимание получили дорсальное и среднее, 
их проекции отходят к ряду регионов, ответственных 
за формирование страха и тревоги [73], включая мин-
далину, гиппокамп, гипоталамус и префронтальную 
кору [74]. Кроме того, ядра шва получают информацию 
от афферентных волокон из различных регионов мозга, 
формируя стрессовую сеть [74, 75].

Помимо классической синаптической передачи, 
серотонин может высвобождаться из расширений, ко-
торые присутствуют на аксонах серотонинергических 
нейронов, диффундировать на расстояние в несколь-
ко микрометров и активировать удаленные рецепторы 
(объемная передача сигнала) [76–78]. Существуют 
различные типы рецепторов серотонина (HTR), обеспе-
чивающие многообразие его регуляторных механизмов 
и эффектов. Известно, что культивируемые микрогли-
альные клетки, полученные из мозга крыс, экспрессиру-
ют пять подтипов серотониновых рецепторов: 5-HT2A, 
5-HT2B, 5-HT2C, 5-HT5A, 5-HT7, а также некоторое 
количество подтипов 5-HT1A и 5-HT1F. Экспрессии 
рецепторов 5-HT1B, 5-HT3A, 5-HT5B, 5-HT6, серото-
нинового транспортера (SERT) и ферментов синтеза 
серотонина — триптофангидроксилазы 1 или 2 обнару-
жено не было. Функции микроглиальных серотониновых 
рецепторов неизвестны. В мозге человека на данный 
момент идентифицирована экспрессия лишь одного 
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подтипа серотонинового рецептора — 5-HT7 и установ-
лена его роль как модулятора внутриклеточного уровня 
цАМФ [79]. С помощью метода конфокальной микроско-
пии было показано, что микроглиальные клетки находят-
ся в непосредственной близости (менее 1 мкм) от аксо-
нов серотонинергических нейронов [80]. Возможно, что 
увеличение активности серотонинергических нейронов, 
вызванное стрессом, способствует активации близле-
жащих микроглиальных клеток по механизму объемной 
нейропередачи. Следует отметить, что активированный 
статус микроглии не всегда приводит к выделению про-
воспалительных агентов (цитокины, оксиды азота, ак-
тивные формы кислорода), всё больше исследований 
указывают на неоднородность микроглиальной популя-
ции и одновременное наличие микроглии с про- и анти-
воспалительной активностью. В ответ на стимуляцию 
серотонином увеличивается подвижность микроглиаль-
ных клеток, чувствительность к АТФ, но фагоцитарная 
активность в таких клетках не наблюдается [81]. С дру-
гой стороны, активация серотониновых рецепторов ми-
кроглии может стимулировать выброс цитокинов, таких 
как ФНО-α, ИЛ-1β, ИЛ-1α, ИЛ-6 [82].

Было отмечено, что ингибирование SERT и следую-
щее за ним понижение уровня серотонина в межклеточ-
ном пространстве, индуцирует активацию микроглии, 
последующий выброс оксида азота, и как следствие ги-
бель нейронов, в особенности, допаминергических [83]. 
Предполагается, что микроглия подобно моноцитам 
крови, способна существовать в двух поляризационных 
формах — М1 и М2, и недавнее исследование продемон-
стрировало, что человеческие макрофаги в зависимости 
от их поляризации экспрессируют разные уровни рецеп-
торов к серотонину. Было установлено, что рецепторы 
5-НТR2В и 5-НТR7 предпочтительно экспрессируются 
противовоспалительными М2-подобными клетками, что 
указывает на роль серотонина в поляризации человече-
ских макрофагов. Действительно, стимуляция серотони-
ном этих клеток вызывала увеличение экспрессии генов, 
связанных с поляризацией M2, и уменьшение экспрессии 
маркеров M1. Кроме того было доказано, что действие 
серотонина опосредуется 5-НТR2В и 5-НТR7 рецептора-
ми, а фармакологический анализ показал, что серотонин 
через эти рецепторы также способствует цитокинозави-
симой поляризации моноцитов человека [84].

Важно отметить, что существование в анксиоген-
ных структурах мозга серотонинергических проекцион-
ных связей, наряду с данными о наличии у микроглии 
серотониновых рецепторов, дают основание говорить 
об участии серотонина в развитии и поддержании пато-
логических тревожных состояний не только в роли ней-
ромедиатора, но также и как модулятора процесса 
нейровоспаления.

современные методические подходы 
к исследованию нейровоспаления

Для изучения механизмов развития нейровоспале-
ния и его возможной роли в патогенезе нейродегене-
ративных и психических расстройств активно исполь-
зуются в качестве объектов исследований как модели 
на животных, так и пациенты, страдающие тем или иным 
заболеванием. Преимущества моделей на животных 
заключаются в возможности применения инвазивных 
методов, позволяющих получить важную информацию 
о процессах нейровоспаления, как на молекулярно-кле-
точном уровне, так и на уровне целого мозга.

В подавляющем большинстве работ эксперименты 
проводят на крысах и мышах. Широко распространенный 
метод моделирования нейровоспаления у лабораторных 

животных — стереотаксическое введение липополисаха-
рида в мозг [85]. Липополисахарид — компонент клеточ-
ной стенки грамм-отрицательных бактерий и мощный 
индуктор воспалительных процессов, воздействующий 
на клетки иммунной системы через Toll-подобные ре-
цепторы 4 (TLR4) [86, 87]. Интрацеребральное введе-
ние крысам липополисахарида активирует глиальные 
клетки in vivo [88], а также вызывает экспрессию ци-
токинов: ФНО-α, ИЛ-6, ИЛ-1β, ИЛ-10 в плазме крови; 
ФНО-α, ИЛ-6 и ИЛ-1β в префронтальной коре, гиппо-
кампе и миндалине мозга крысы [87]. Кроме того, что 
липополисахарид является активатором перифериче-
ской и центральной иммунной систем, его введение 
также вызывает у животных поведенческие изменения, 
схожие с симптомами ПТСР [89, 90].

Для выяснения роли в патогенезе ПТСР конкретных 
сигнальных путей, связанных с нейровоспалением, ак-
тивно используются генно-модифицированные живот-
ные. Например, показано, что трансгенные линии мышей 
с нокаутом ИЛ-1β, ФНО-α и рецептора к ИЛ-1 демон-
стрируют снижение симптомов тревоги в поведенческих 
тестах по сравнению с животными дикого типа [91–93].

Анализ транскриптома позволяет установить моле-
кулярные индикаторы стресс-индуцированного нейро-
воспаления в моделях ПТСР. С помощью таких методов 
выявлено, что сигнальные пути, связанные с синаптиче-
ской пластичностью и нейрогенезом, активируются в ран-
нем посттравматическом периоде и ингибируются на бо-
лее поздних временных этапах. При этом воспалительные 
сигнальные пути активны на протяжении всего периода на-
блюдения, за исключением миндалины, где в более позд-
нем посттравматическом периоде они угнетаются [94].

В последние десятилетия эпигенетическая регуляция 
экспрессии генов рассматривается как механизм взаи-
модействия среды и генома. Вполне вероятно, что трав-
матическое событие вызывает долговременные эпигене-
тические модификации в локусах, связанных с иммунной 
дисрегуляцией, и повышает риск развития ПТСР. Для 
проверки данной гипотезы широко применяются методы 
анализа эпигенетических модификаций участков генома, 
связанных с нейровоспалением. На сегодняшний день 
есть данные о значимом снижении уровня метилирования 
ДНК в промоторах генов провоспалительных цитокинов 
у мышей с моделированным ПТСР [94]. Перспективным 
способом in vivo визуализации нейровоспаления в мозге 
является молекулярный имиджинг. За последнее десяти-
летие были разработаны и протестированы на животных 
ряд агентов для молекулярной визуализации, некоторые 
из них уже проходят клинические испытания на людях. 
Наиболее многообещающими считают такие техники ви-
зуализации, как ПЭТ, СПЭКТ и оптическая визуализация, 
которые позволяют получить изображение молекул адге-
зии для визуализации активации эндотелиальных и ми-
кроглиальных клеток, инфильтрации моноцитов, а так-
же процессов демиелинизации и гибели нейронов [95]. 
С помощью иммуногистохимии удалось установить, что 
хронический психосоциальный стресс ассоциирован 
с морфологическими изменениями в микроглиальных 
клетках, свидетельствующими о развитии нейровоспале-
ния. Так, в моделях ПТСР показано значимое увеличение 
экспрессии микроглиального маркера Iba-1 во многих ре-
гионах мозга, и эти данные хорошо воспроизводимы [13]. 
В последнее десятилетие активно развиваются методы 
оптогенетики, которые используют генетически модифи-
цированные светочувствительные ионные каналы для 
неинвазивного и целенаправленного контроля нейрон-
ной активности in vivo. Однако новейшие исследования 
показывают, что методом оптогенетики можно также 
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контролировать активность глиальных клеток, в частно-
сти, астроцитов [95]. Несмотря на то, что пока нет данных 
об успешной оптогенетической манипуляции микрогли-
альными клетками, активный поиск новых светочувстви-
тельных каналов и сигнальных молекул позволяет рас-
считывать на успешное применение данного метода для 
изучения микроглии в ближайшие годы. Наиболее пер-
спективными в этом отношении считают светозависимый 
рецептор opto-XR и светочувствительный активатор каль-
циевого сигналинга optoSTIM1 [96]. Поскольку данные, 
полученные на животных при моделировании ряда забо-
леваний, трудно прямо экстраполировать на человека, из-
учение роли нейровоспаления в патогенезе ПТСР активно 
проводится на популяциях пациентов, имеющих соответ-
ствующий диагноз. В большинстве подобных исследо-
ваний оценивают уровни провоспалительных цитокинов 
в периферической крови пациентов с ПТСР с помощью 
иммуноферментного анализа. Обнаружено, что в крови 
у пациентов с ПТСР по сравнению с контролем и с лицами, 
перенесшими травму без развития ПТСР, значимо повы-
шены уровни таких провоспалительных цитокинов как ИЛ-
1β, ИЛ-6 и ФНО-α, а также С-реактивного белка. При этом 
уровни цитокинов в крови позитивно коррелируют с тяже-
стью симптомов ПТСР [87]. Подобные работы в перспек-
тиве позволят выявить биологические маркеры ПТСР 
и повышенного риска развития данного расстройства.

Для выяснения молекулярно-генетических механиз-
мов ПТСР успешно используется полногеномный поиск 
ассоциаций — GWAS [97]. Анализ взвешенной сети ко-
экспрессии генов (WGCNA) применяют для идентифи-
кации уровней коэкспрессии генов, ассоциированных 
с иммунным ответом у пациентов с ПТСР [98]. Все боль-
ше работ посвящено анализу эпигенетических модифи-
каций, в том числе промоторов конкретных генов, свя-
занных с нейровоспалением. Уже есть данные о более 
низком уровне метилирования генов, связанных с им-
мунным ответом, в том числе с выработкой провоспали-
тельных ИЛ-18, ИЛ-8 у пациентов с ПТСР по сравнению 
с контролем [99, 100].

С целью диагностики, разработки новых методов ле-
чения и контроля лечения в последние 15 лет активно 
развиваются методы визуализации нейровоспаления. 
На сегодняшний день доступен широкий спектр неинва-
зивных или минимально инвазивных методов для харак-
теристики воспалительных процессов в мозге. Так, для 
изучения процесса активации микроглии в центральной 
нервной системе человека in vivo применяют ПЭТ трей-
сер 11CPBR28, который специфичен к транслокатор-
ному белку TSPO. Нарушение гематоэнцефалического 

барьера визуализируют с помощью МРТ, используя 
гадолиний в качестве контраста. МРТ с наночастицами 
оксида железа дает возможность визуализировать ин-
фильтрацию моноцитов в нервную ткань [101].

Хотя методы визуализации нейровоспаления в моз-
ге предоставляют важную информацию для понимания 
ПТСР, эти стратегии не позволяют детально изучить 
молекулярные и клеточные изменения, происходящие 
в мозге пациентов. Посмертные патологоанатомические 
исследования срезов головного мозга являются важ-
нейшим направлением изучения патогенеза ПТСР. К со-
жалению, во всем мире отмечается серьезная нехватка 
тканей мозга человека с ПТСР. В литературе имеются 
единичные работы, посвященные изучению срезов моз-
га пациентов с данным расстройством, показывающие 
снижение числа нейронов в голубом пятне и митохондри-
альную дисфункцию в нейронах дорсолатеральной пре-
фронтальной коры [102].

Таким образом, с помощью уже существующих ме-
тодов нейровизуализации и разработки новых подходов 
станет возможным всесторонне проанализировать вос-
палительные процессы, протекающие в нервной ткани 
при ПТСР, сложность которых и наличие большого коли-
чества регуляторных механизмов, однако, представляет 
собой большую проблему для целостного понимания кар-
тины развития данной патологии. Вопреки мнению, что 
активированное нейровоспаление связано с ингибирова-
нием нейрогенеза и снижением синаптической пластич-
ности, приводящими к развитию и сохранению поведен-
ческих проявлений ПТСР, в то время как периферическое 
воспаление непосредственно участвует в повреждении 
ткани, вызывая и поддерживая соматические сопутству-
ющие патологии, наш комбинированный анализ событий, 
происходящих в организме при развитии ПТСР, указы-
вает на активное участие периферии в процессах регу-
ляции нейровоспаления. Нервная, эндокринная и иммун-
ная системы тесно переплетены друг с другом, оказывая 
сильное взаимное влияние и обеспечивая поддержание 
гомеостаза в системе на каждом этапе развития патоло-
гической тревоги, и, видимо, не только данной патологии.
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Макрофаги млекопитающих представляют собой гетеро-
генную популяцию клеток, различия касаются как источников 
их происхождения, так и функциональных показателей. В работе 
проведена сравнительная характеристика макрофагов эмбрио-
нального происхождения на примере клеток Купфера и макро-
фагов костномозгового происхождения на примере макрофа-
гов — производных моноцитов.

Из печени крыс была получена культура клеток Купфера, 
из крови крыс — макрофаги моноцитарного происхождения. 
Оценивали фенотип и профиль экспрессии генов нативных и ак-
тивированных в направлении М1- и М2-макрофагов. Фенотип 
выделенных культур был охарактеризован с помощью методов 
иммуноцитохимии и проточной цитофлуориметрии. Экспрессию 
генов изучали с помощью полимеразной цепной реакции в ре-
альном времени.

Под влиянием индуцирующих факторов фенотип двух попу-
ляций макрофагов изменяется сходным образом: под влиянием 
М1 факторов в клетках активизируется синтез CD86 и iNOs, под 
влиянием М2 — CD163 и Arg1. В клетках Купфера более выра-
жена экспрессия генов противовоспалительных цитокинов — il4, 
il13, а в макрофагах моноцитарного происхождения экспрессия 
генов провоспалительных цитокинов — il1b, tnfa, il12a. Индукция 
генов провоспалительных цитокинов в клетках Купфера проис-
ходит медленнее по сравнению с макрофагами моноцитарного 
происхождения.

ключевые слова: макрофаги, моноциты, клетки Купфера, 
активация.

Macrophages of mammals are a heterogeneous population 
of cells. This applies both to the functional parameters of macro-
phages and to the sources of their development. The comparative 
characteristics of macrophages of embryonic origin on the exam-
ple of Kupffer cells and macrophages of bone marrow origin on the 
example of macrophages of monocyte derivatives were carried out.

Cultures of Kupffer cells and macrophages of monocytic origin 
were obtained. The phenotype, profile of gene expression of native 
macrophages activated in direction M1 and M2 was studied. The 
phenotype of isolated cultures is characterized by methods of im-
munocytochemistry, flow cytometry. Gene expression was studied 
by real-time polymerase chain reaction.

Under the influence of inducing factors, the phenotype of two 
populations of macrophages changes in a similar way: under the in-
fluence of M1-factors, the synthesis of CD86 and iNOs is activated 
in cells, under the influence of M2 — CD163 and Arg1. In Kupffer 
cells, expression of anti-inflammatory cytokines — il4, il13, is more 
pronounced, and in macrophages of monocytic origin of pro-inflam-
matory cytokines — il1b, tnfa, il12a. The induction of the genes 
of proinflammatory cytokines in Kupffer cells is slower compared 
to macrophages of monocytic origin.

keywords: macrophages, monocytes, Kupffer cells, activation.

введение
Макрофаги являются ключевыми участниками, регу-

лирующими разнообразные морфогенетические процес-
сы в организме млекопитающих, в том числе воспаление 
и регенерацию тканей [1–4].

В ходе онтогенеза макрофаги млекопитающих об-
разуются из гемопоэтических клеток трех локализаций: 
желточного мешка, печени зародыша и красного костно-
го мозга. В постнатальном периоде макрофаги большин-
ства органов представляют собой гетерогенную популя-
цию, состоящую из потомков гемопоэтических клеток 
печени зародыша и красного костного мозга. Однако 
существуют исключения: печень содержит макрофаги, 

ведущие свое происхождение из гемопоэтических клеток 
печени зародыша, а макрофаги дермы кожи и слизистой 
оболочки кишечника представлены в основном клетками 
костномозгового происхождения [3].

Более 95 % всех макрофагов организма локали-
зовано в печени; другое название этих макрофагов — 
клетки Купфера, по имени Карла Вильгельма Купфера, 
впервые описавшего их в 1876 г. [5]. Существует две 
гипотезы о механизмах самоподдержания такого 
огромного пула клеток. В соответствии с одним пред-
ставлением, высказанным в 80-х годах прошлого века, 
популяция макрофагов печени постоянно пополняется 
за счет мигрирующих гемопоэтических клеток красного 
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костного мозга [6], согласно другому, более позднему, 
клетки Купфера способны к самообновлению за счет 
пролиферации зрелых клеток или предшественников, 
локализованных также в печени [7].

Источник происхождения органных макрофагов, 
вероятно, отражается на их свойствах, а также на за-
кономерностях протекания физиологических и пато-
логических процессов. На существующие различия 
в физиологии двух типов макрофагов указывает тот 
факт, что после острого повреждения парацетамолом 
или CCl4 в печень активно мигрируют моноциты [8, 9]. 
Однако заселившие печень макрофаги костномозгово-
го происхождения остаются доминирующей популяцией 
только в течение 72 ч. и уже через 96 ч. полностью ис-
чезают, а их место занимают клетки Купфера, восстано-
вившие свою численность за счет пролиферации [10]. 
Искусственное истощение популяции резидентных ма-
крофагов, как и предотвращение миграции в печень мо-
ноцитов крови, вызывает замедление регенераторного 
процесса [10, 11]. Очевидно, что оба типа макрофагов: 
и резидентные макрофаги печени, имеющие эмбрио-
нальное происхождение, и мигрировавшие из крови 
макрофаги костномозгового происхождения — участву-
ют в восстановлении печени, при этом моноцитарные 
макрофаги являются, своего рода, «скорой помощью», 
призванной запустить процесс репарации до момента 
восстановления популяции клеток Купфера. Таким обра-
зом, макрофаги моноцитарного происхождения и клетки 
Купфера отличаются не только по своему происхожде-
нию, но и по функциональной нагрузке.

Цель работы — сравнить фенотип и профиль экспрес-
сии генов цитокинов нативных и активированных макро-
фагов костномозгового и эмбрионального происхожде-
ния на примере производных моноцитов крови и клеток 
Купфера.

материал и методы
Самцы крыс аутбредного стока Вистар массой тела 

250–300 г были получены из питомника «Столбовая» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России. Содержание и уход 
за лабораторными животными осуществляли в со-
ответствии с «Международными рекомендациями 
по проведению медико-биологических исследований 
с использованием животных» (1985 г.), правилами ла-
бораторной практики в Российской Федерации (при-
каз МЗ РФ № 267 от 19.06.2003 г.) и законом «О за-
щите животных от жестокого обращения» гл. V, ст. 10, 
4679-ГД от 01.12.1999 г.

Выделение моноцитов 
из периферической крови крысы
У самцов крыс производили забор перифериче-

ской крови. Полученную кровь в соотношении 1:1 сме-
шивали с раствором Хенкса, содержащим 1000 МЕ/
мл гепарина (Синтез, Россия). Методом градиентного 
центрифугирования (400g, 30 мин., 20 °С) на препара-
те Фиколл (ПанЭко, Россия) получали фракцию монону-
клеарных клеток. Клетки дважды отмывали раствором 
Хенкса, после каждой промывки клетки центрифугиро-
вали (300g, 20 мин., 20 °С). Количество и жизнеспо-
собность клеток оценивали с помощью анализатора 
TC20 (Bio-Rad, США).

Выделение клеток Купфера из печени крысы
Крысам под эфирным наркозом проводили пер-

фузию печени раствором фосфатно-солевого буфе-
ра (40–50 мл) через воротную вену. Печень извле-
кали, дважды промывали раствором Хенкса, удаляли 

оболочки и крупные сосуды, измельчали и инкубирова-
ли в 0,05 % растворе коллагеназ 1 и 4 типов (ПанЭко, 
Россия) 20 мин. при 37 °С на орбитальном шейке-
ре. Полученную суспензию клеток пропускали через 
100 мкм нейлоновый фильтр (SPL LifeScience, Южная 
Корея) и дважды отмывали от ферментов в растворе 
Хенкса (центрифугирование при 300g, 10 мин., 20 °С). 
Осадок ресуспендировали в 30 мл фосфатно-солево-
го буфера, осаждали паренхиматозные клетки печени 
(центрифугирование при 50g, 3 мин., 20 °С) и отбира-
ли непаренхиматозные клетки, оставшиеся в суперна-
танте. После градиентного центрифугирования (400g, 
30 мин., 20 °С) на препарате Фиколл (ПанЭко, Россия) 
получали фракцию клеток Купфера [12, 13]. Количество 
и жизнеспособность клеток оценивали с помощью ана-
лизатора TC20 (Bio-Rad, США).

Культивирование макрофагов
Клетки Купфера и моноциты из периферической кро-

ви крысы переносили в ростовую среду RPMI (ПанЭко, 
Россия), содержащую 10 % эмбриональной телячьей 
сыворотки (PAA Lab., Австрия) и 1 % пенициллина-стреп-
томицина (ПанЭко, Россия). На 2 сут. культивирования 
удаляли не прикрепившиеся к пластику клетки. Замену 
половины объема культуральной среды на свежую про-
изводили на 4 и 7 сут.

Активация макрофагов 
в направлении М1-фенотипа
Клетки Купфера и макрофаги из периферической 

крови крысы культивировали в ростовой среде с добав-
лением 50 нг/мл GM-CSF (Cloud-Clone, КНР). На 2 сут. 
культивирования удаляли не прикрепившиеся к пластику 
клетки. Замену половины объема культуральной среды 
на свежую производили на 4 и 7 сут. Для активации М1-
макрофагов на 7 сут. в среду вносили LPS (Sigma, США) 
и IFN-ɣ (Cloud-Clone, КНР) до конечной концентрации 
10 нг/мл и 40 нг/мл соответственно (М1 среда).

Активация макрофагов 
в направлении М2-фенотипа
Клетки Купфера и макрофаги из периферической 

крови крысы культивировали в ростовой среде с добав-
лением 100 нг/мл M-CSF (Cloud-Clone, КНР). На 2 сут. 
культивирования удаляли не прикрепившиеся к пла-
стику клетки. Замену половины объема культуральной 
среды на свежую производили на 4 и 7 сут. Для акти-
вации М2-макрофагов на 7 сут. в среду вносили IL4, 
IL10 и IL13 (Cloud-Clone, КНР) до конечной концентра-
ции 20 нг/мл (М2 среда).

Иммуноцитохимическое исследование
Исследование проводили через 24 ч. после актива-

ции макрофагов. Для оценки экспрессии маркеров акти-
вированных макрофагов использовали антитела к CD68 
(1:100, Abcam, Великобритания), iNOs (1:100, Abcam, 
Великобритания), Arg1 (1:100, Abcam, Великобритания), 
CD206 (1:100, Santa Cruz, США). Вторые антитела были 
конъюгированы с FITC (1:200, Abcam, Великобритания). 
Ядра клеток докрашивали DAPI (Sigma-Aldrich, США). 
Окрашенные макрофаги изучали с помощью флуорес-
центного микроскопа Leica DM 4000 B (Германия) и про-
граммного обеспечения LAS AF v.3.1.0 build 8587 (Leica 
Microsystems, Германия).

Проточная цитофлуориметрия
Через 24 ч. после активации макрофаги открепля-

ли от подложки раствором трипсина-Версена и дважды 
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отмывали от культуральной среды в растворе Хенкса. 
Пермеабилизацию и фиксацию клеток для последую-
щего окрашивания на внутриклеточные маркеры осу-
ществляли с помощью набора InsideStainKit (Miltenyi 
Biotec, Германия) в соответствии с рекомендациями 
производителя. Клетки для окрашивания на поверх-
ностные маркеры ресуспендировали в фосфатно-соле-
вом буфере до концентрации 1×105 клеток в 100 мкл. 
Использовали антитела к CD45-PerCPVio700, CD68-
PEVio770, CD11b-PE, CD86-VioBright FITC (Miltenyi 
Biotec, Германия) и CD163-PE (Thermo Fisher, США). 
Анализ проводили на цитофлуориметре Cytomics 
FC 500 (BeckmanCoulter, США) с помощью программы 
CXP (Beckman Coulter, США).

Полимеразная цепная реакция 
в реальном времени
Экспрессию генов изучали через 24 и 72 ч. после 

активации макрофагов. Суспензию клеток помещали 
в РНК-лейтер (QIAGEN, Германия), инкубировали в тече-
ние 1 сут. при +4 °С, переносили в низкотемпературный 

морозильник и хранили при –80 °С. Из полученных об-
разцов выделяли тотальную РНК с помощью набора 
RNeasy Plus Mini Kit (QIAGEN, Германия). Синтез кДНК 
с матрицы полученной тотальной РНК осуществляли 
с использованием готового набора реактивов MMLV 
RT kit (Евроген, Россия). С полученными кДНК ставили 
ПЦР с помощью готовых наборов реактивов qPCRmix-
HS SYBR, содержащих флуоресцентный интеркали-
рующий краситель Sybr Green I (Евроген, Россия). 
Праймеры для ПЦР подбирали с применением про-
граммы Primer-BLAST в соответствии с общеприняты-
ми требованиями. Выбранные праймеры (табл.) были 
синтезированы фирмой Евроген (Россия). Для анализа 
экспрессии генов использовали метод определения по-
рогового цикла (Ct) и вычисления относительной экс-
прессии гена по методу M. Pfaffl (2001) [14] с учетом 
рекомендаций J. Vandesompele (2002) [15]. В качестве 
эндогенного контроля был выбран ген домашнего хо-
зяйства gapdh. Уровень экспрессии гена в активиро-
ванных макрофагах нормировали на соответствующий 
показатель в неактивированных клетках.

таблица. Праймеры для проведения ПЦР

Ген Последовательность

il1b
CTG TCT GAC CCA TGT GAG CT

ACT CCA CTT TGG TCT TGA CTT

il4
ATG TAA CGA CAG CCC TCT GA

AGC ACG GAG GTA CAT CAC G

il6
TAC ATA TGT TCT CAG GGA GAT

GGT AGA AAC GGA ACT CCA G

il10
GCC CAG AAA TCA AGG AGC AT

TGA GTG TCA CGT AGG CTT CTA

il12a
CTG CCA AGT GTC TTA ACC AGT

GCA GGC CTC CAG TGT GCT

il13
CCA GAA GAC TTC CCT GTG CA

CCC TCA GTG GCC ATA GCG

Ген Последовательность

il18
GAC AAA AGA AAC CCG CCT G

ACA TCC TTC CAT CCT TCA CAG

tnfa
CCA CCA CGC TCT TCT GTC TA

GCT ACG GGC TTG TCA CTC G

iNOs
CGC TGG TTT GAA ACT TCT CAG

GGC AAG CCA TGT CTG TGA C

arg1
GGA TGA GCA TGA GCT CCA AG

GCC AGC TGT TCA TTG GCT T

gapdh
GCGAGATCCCGCTAACATCA

CCCTTCCACGATGCCAAAGT

Статистический анализ
Полученные данные анализировали с помощью про-

граммы SigmaStat 3.5 (Systat Software Inc, США), отно-
сительные экспрессии сравнивали с использованием 
рангового однофакторного дисперсионного анализа 
ANOVA on Ranks. Различия считали статистически зна-
чимыми при p<0,05.

результаты
Фенотип макрофагов моноцитарного 
происхождения и клеток Купфера
Полученные культуры макрофагов моноцитарного 

происхождения и клеток Купфера содержали пример-
но одинаковое количество CD68+-клеток, около 90 %, 
что свидетельствует о высокой чистоте выделения. 
Более 90 % моноцитарных макрофагов экспресси-
ровали интегрин CD11b, в то время как на поверх-
ности клеток Купфера данный маркер отсутствовал. 
Макрофаги моноцитарного происхождения не экс-
прессировали маркер М1-макрофагов CD86, но око-
ло 40 % клеток несли маркер М2-макрофагов CD163. 
В культуре неактивированных клеток Купфера доли 
CD86+ и CD163+-клеток составили приблизительно 
30 и 70 % соответственно (рис. 1).

Под влиянием М1 среды в макрофагах обоих ти-
пов изменялась экспрессия CD86: в культуре клеток 
Купфера доля CD86+-клеток возрастала приблизительно 
в 2 раза, в то время как в культуре макрофагов моноци-
тарного происхождения увеличение было более выра-
женным, с 0 до 73,1 % (рис. 1)

При воздействии М2 среды макрофаги обоих типов 
также реагировали сходным образом, доля CD163+-
клеток была выше, чем CD86+-клеток, в 2,0–2,2 раза 
(рис. 1).

При изучении фенотипа макрофагов моноцитарно-
го происхождения и клеток Купфера методом иммуно-
цитохимии было обнаружено, что оба вида макрофагов 
реагируют на активацию одинаково. При воздействии 
факторов М1 среды макрофаги моноцитарного проис-
хождения и клетки Купфера становились отростчатыми, 
неравномерно экспрессировали индуцируемую NO-
синтазу (iNOs), не экспрессировали CD206 и аргиназу. 
Влияние факторов, индуцирующих М2-фенотип, при-
водило к тому, что макрофаги оставались округлыми, 
экспрессировали CD206 и аргиназу, не экспрессирова-
ли индуцируемую NO-синтазу (рис. 2), что согласуется 
с полученными в данной работе результатами по экс-
прессии соответствующих генов (рис. 3). Воздействие 
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М1 и М2 сред не приводило к изменению уровня экс-
прессии общего маркера макрофагов CD68 (рис. 2).

Экспрессия генов
Анализ профиля экспрессии изучаемых генов в куль-

турах клеток (рис. 3) позволил выявить отличия в ответе 
моноцитарных макрофагов и клеток Купфера на дей-
ствие М1 и М2 индукторов.

В макрофагах моноцитарного происхождения от-
мечалась более быстрая и длительная индукция генов 
провоспалительных цитокинов по сравнению с клетка-
ми Купфера. Так, для моноцитарных макрофагов индук-
ция генов il1b и tnfa наблюдалась как в культуре с М1, 
так и М2 средой, хотя в случае М1 активации высокий 
уровень экспрессии сохранялся дольше, чем при исполь-
зовании М2 среды. Экспрессия tnfa в клетках Купфера 
возрастала только на 3 сут. под действием М1 среды, 
при этом значимого изменения уровня il1b обнаружено 
не было ни через 1 сут., ни через 3 сут.

Экспрессия гена il6 в макрофагах моноцитарно-
го происхождения и клетках Купфера имела сходную 
динамику: уровень экспрессии возрастал уже через 
1 сут. после М1 или М2 активации, однако оставал-
ся повышенным в течение 3 сут. только при воздей-
ствии М1 среды. Экспрессия гена il12a в моноцитар-
ных макрофагах возрастала при индукции как в М1, 

так и в М2 направлениях уже через 1 сут., а в клетках 
Купфера только через 3 сут. в условиях М1 среды. 
Стоит отметить, что неактивированные макрофаги 
моноцитарного происхождения отличались достоверно 
более высокой экспрессией генов il6 и il12a по сравне-
нию с неактивированными клетками Купфера.

Экспрессия гена il18 в моноцитарных макрофагах по-
вышалась достоверно только под влиянием М1 среды, 
в то время как в клетках Купфера экспрессию гена сти-
мулировали оба типа индуцирующих сред.

При рассмотрении экспрессии генов противо-
воспалительных цитокинов было обнаружено, что 
в клетках Купфера повышение экспрессии происхо-
дило быстрее и на более продолжительный период, 
чем в макрофагах моноцитарного происхождения. 
Так, статистически значимое повышение экспрессии 
гена противовоспалительного цитокина il4 было вы-
явлено только в клетках Купфера. Экспрессия гена 
il4 через 1 сут. активации повышалась при воздей-
ствии М1 среды, через 3 сут. — в М1 и М2 средах. 
Экспрессия гена il13 в клетках Купфера была повы-
шена и через 1, и через 3 сут. после индуцирующего 
влияния в направлении как М1-, так и М2-фенотипов, 
в макрофагах моноцитарного происхождения экспрес-
сия гена il13 краткосрочно возрастала только под вли-
янием М2 индуцирующих факторов.

рис. 1. Фенотип неактивированных и активированных в направлении М1- и М2-фенотипов клеток Купфера и макрофагов 
моноцитарного происхождения. Проточная цитофлуориметрия.
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Воздействие индуцирующих сред приводило к повы-
шению экспрессии гена il10 в макрофагах обоих типов. 
При этом в клетках Купфера достоверное повышение 
экспрессии гена il10 отмечалось через 1 сут. при культи-
вировании в М2 среде, а через 3 сут. — в М1 среде. В ма-
крофагах моноцитарного происхождения повышение 
экспрессии гена il10 было выявлено только через 1 сут. 
после инкубации в М1 среде.

Влияние индуцирующих сред вызывало более дли-
тельную повышенную экспрессию iNOs в макрофагах 
моноцитарного происхождения (через 1 и 3 сут. после 
активации), при этом ген экспрессировался только при 
культивировании в М1 среде. В клетках Купфера возрас-
тание уровня экспрессии гена iNOs выявляли только че-
рез 3 сут. после воздействия активирующей среды, при 
этом статистически значимое повышение экспрессии 
отмечалось как в М1, так и в М2 среде.

Уровень экспрессии arg был статистически значи-
мо выше в неактивированной культуре клеток Купфера 
по сравнению с моноцитарными макрофагами. Через 
1 сут. экспрессия arg в культуре клеток Купфера с М2 сре-
дой была достоверно выше, чем в культуре с М1 средой.

обсуждение
Макрофагам отводится значительная роль в регуля-

ции репаративных процессов, а также в развитии пато-
логических состояний различных органов, в том числе 

печени [5, 8]. Однако крайне редко отмечается особен-
ность резидентных макрофагов печени — их эмбрио-
нальное происхождение [3, 8]. Вероятно, источник проис-
хождения макрофагов печени определяет особенности 
функционирования данных клеток, как при физиологиче-
ских, так и при патологических состояниях. В настоящее 
время остается непонятным, чем, помимо поверхност-
ных маркеров, различаются макрофаги эмбрионального 
и костномозгового происхождения [2, 3].

Проведя сравнительный анализ свойств макрофа-
гов эмбрионального происхождения на примере клеток 
Купфера и макрофагов моноцитарного происхождения, 
мы выявили ряд особенностей.

Выделенные из печени макрофаги не экспрессиро-
вали интегрин CD11b, а большая часть неактивирован-
ных макрофагов моноцитарного происхождения имела 
фенотип CD11b+ (рис. 1). CD11b некоторыми авторами 
рассматривается как маркер макрофагов моноцитар-
ного происхождения, в соответствии с литературны-
ми данными доля таких клеток в печени колеблется 
от 5 до 30 % [16]. При этом есть сообщения, что рези-
дентные макрофаги центральной нервной системы, про-
исходящие из гемопоэтических клеток желточного меш-
ка, также экспрессируют CD11b [3].

В ходе изучения влияния факторов активации 
на экспрессию фенотипических маркеров было обнару-
жено, что макрофаги моноцитарного и эмбрионального 

рис. 2. Клетки Купфера (КК) и макрофаги моноцитарного происхождения (Мон) под влиянием индукторов: М1 — М1-фенотипа, 
М2 — М2-фенотипа; флуоресцентная микроскопия, масштабный отрезок — 50 мкм.



ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 61

Гены & Клетки Том XIII, № 2, 2018

происхождения реагируют сходным образом. Наиболее 
заметным было изменение экспрессии рецепторного 
белка CD86, который необходим для активации, про-
лиферации, продукции цитокинов, дифференциации 
Т-лимфоцитов [17]. Наибольшее увеличение количе-
ства CD86+-клеток происходило под влиянием факто-
ров М2 активации.

Выделенные резидентные макрофаги печени имели 
ряд особенностей в наборе экспрессируемых генов ци-
токинов. Установлено, что под влиянием факторов ак-
тивации (как М1, так и М2 индукторов) в резидентных 
макрофагах печени увеличивалась экспрессия генов 
в основном противовоспалительных цитокинов, таких 
как il4, il10, il13. Экспрессия провоспалительных цито-
кинов либо отсутствовала (например, il1b), либо возрас-
тала значительно позже (tnfa, il12a) по сравнению с ма-
крофагами моноцитарного происхождения. Эти данные 
согласуются с результатами фенотипирования нативных 
макрофагов печени, большинство которых экспрессиро-
вали на своей поверхности CD163, маркер противовос-
палительных макрофагов. Ранее нами также было выяв-
лено, что в ходе репаративной регенерации печени после 
субтотальной резекции у крыс популяция макрофагов 
регенерирующей печени представлена в основном клет-
ками, несущими маркер М2-макрофагов CD206 [18].

В настоящее время роль IL4 и IL13 в регенерации пе-
чени мало изучена. Имеются единичные сообщения, что 

IL4 играет ключевую роль в инициации пролиферации 
гепатоцитов в регенерирующей печени [19], в то время 
как IL13 регулирует пролиферацию холангиоцитов и ак-
тивность фибробластов в печени [20].

Позднее начало экспрессии гена tnfa возможно ле-
жит в основе сниженного содержания TNFα в печени 
крыс после субтотальной резекции, что приводит к нару-
шению пролиферации гепатоцитов [21, 22]. При остром 
токсическом повреждении в печени наблюдается выра-
женная фаза альтерации воспалительной реакции, для 
течения которой необходимы провоспалительные цито-
кины IL1, TNFα [9, 10]. Отсутствие или позднее начало 
экспрессии генов il1, tnfa резидентными макрофагами 
в условиях острого токсического повреждения печени, 
вероятно, приводит к миграции в печень макрофагов 
костномозгового происхождения.

Результаты нашего исследования согласуются с ги-
потезой о существовании фенотипического континуума 
(спектра) макрофагов, крайними точками которого явля-
ются «идеальные» М1- и М2-макрофаги. Однако важно 
отметить, что даже в условиях in vitro при воздействии 
специ фических индукторов невозможно получить гомо-
генную популяцию М1- или М2-макрофагов, поскольку 
клетки взаимодействуют с ксеногенными белками куль-
туральной среды и полимерным материалом подлож-
ки [23, 24]. Мы можем говорить только о сдвиге основ-
ного пула макрофагов в направлении классической или 

рис. 3. Профиль экспрессируемых генов клетками Купфера и макрофагами моноцитарного происхождения: в нативных 
и индуцированных в направлении М1- и М2-фенотипов через 1 сут. и 3 сут. после индукции. 
*различия статистически значимы по сравнению с нативными макрофагами, p<0,05.
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альтернативной активации. Наш эксперимент показал, 
что макрофаги костномозгового происхождения бы-
стрее и интенсивнее реагируют на классическую актива-
цию, изменяя фенотип в М1 направлении, в то время как 
клетки Купфера, имеющие эмбриональное происхожде-
ние, коммитированы в М2 направлении.

заключение
При изучении фенотипа и профиля экспрессиру-

емых генов мы обнаружили ряд особенностей клеток 
Купфера по сравнению с макрофагами костномоз-
гового происхождения. Резидентные макрофаги пе-
чени и моноцитарные макрофаги имели сходный фе-
нотип, за исключением экспрессии CD11b, которая 
отсутствовала у клеток Купфера. После активации 

М1 и М2 индукторами у резидентных макрофагов пе-
чени повышалась экспрессия в основном противовос-
палительных цитокинов, а у моноцитарных — провос-
палительных цитокинов. Макрофаги костномозгового 
происхождения быстрее и интенсивнее реагировали 
на классическую активацию, а клетки Купфера — на аль-
тернативную активацию.
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Во время каждой менструации слизистая оболочка матки 
женщин репродуктивного возраста заживает без фиброзирова-
ния. Ранее мы показали, что выделяющиеся при этом раствори-
мые факторы оказывают противофиброзное действие на куль-
туру мезенхимных стромальных клеток эндометрия человека. 
Задачей данной работы являлась оценка противофиброзных 
свойств этих факторов на модели фиброза эндометрия in vitro.

От здорового донора в один день были получены сыворотки 
менструальной и периферической крови. Из менструальной крови 
также были выделены мезенхимные стромальные клетки эндоме-
трия. Моделирование фиброза эндометрия in vitro проводилось пу-
тем трансдифференцировки мезенхимальных стромальных клеток 
эндометрия в миофибробласты под действием TGF-β1 (5 нг/мл). 
Оценку эффективности противофиброзного действия сыворотки 
менструальной крови на мезенхимальные стромальные клетки 
эндометрия и полученные из них миофибробласты осуществляли 
путем подсчета нормированной на количество ядер общей площа-
ди флуоресцентного сигнала, отраженного на изображениях куль-
туры мезенхимных стромальных клеток эндометрия, полученных 
при детекции α-гладкомышечного актина методом иммуноцитоф-
луоресценции. В качестве контроля использовали сыворотку пери-
ферической крови с равной концентрацией белка.

Мы показали, что сыворотка менструальной крови уменьшает 
количество стресс-фибрилл, позитивных на α-гладкомышечный 
актин (маркер миофибробластов), как в культуре мезенхималь-
ных стромальных клеток эндометрия, так и при in vitro моделиро-
вании фиброза эндометрия с применением TGF-β1.

Полученные нами результаты свидетельствуют о содержании 
в сыворотке менструальной крови растворимых факторов, обла-
дающих противофиброзными свойствами. Возможно, их иденти-
фикация позволит объяснить механизмы заживления эндометрия, 
не сопровождаемого фиброзированием, а также выявить причи-
ны фиброза слизистой оболочки матки при гинекологических за-
болеваниях и разработать эффективные методы их лечения.

ключевые слова: эндометрий, фиброзирование, менстру-
альная кровь, мезенхимные стромальные клетки эндометрия.

During each period, the uterine mucosa of women of reproduc-
tive age heals without fibrosis. Previously, we established that the 
soluble factors that are released in this way have an antifibrotic ef-
fect on the culture of the human endometrial mesenchymal stro-
mal cells. The objective of this work was to evaluate the antifibrotic 
properties of these factors on the in vitro endometrial fibrosis 
model.

Serum menstrual and peripheral blood were obtained from 
a healthy donor in one day. Mesenchymal stromal cells of the en-
dometrium were also isolated from menstrual blood. Simulation 
of endometrial fibrosis in vitro was carried out by differentiation 
of endometrial mesenchymal stromal cells into myofibroblasts un-
der the action of TGF-β1 (5 ng/ml). Evaluation of the effectiveness 
of the menstrual blood serum antifibrotic effect on the endometrial 
mesenchymal stromal cells and myofibroblasts derived from them 
was carried out by analyzing the expression of α-smooth muscle 
actin by immunofluorescence. Serum of peripheral blood with equal 
protein concentration was used as a control.

Menstrual blood serum reduces the number of stress-fibrils 
positive for α-smooth muscle actin (a marker of myofibroblasts), 
both in the culture of endometrial mesenchymal stromal cells, and 
in in vitro modeling of endometrial fibrosis using TGF-β1.

These results indicate the presence of soluble factors in the se-
rum of menstrual blood with antifibrotic properties. Perhaps their 
identification will explain the mechanisms of endometrial healing 
not accompanied by fibrosis. In addition, it can help to identify the 
causes of fibrosis of the uterine lining in gynecological diseases and 
develop effective methods for their treatment.

keywords: endometrium, fibrosis, menstrual blood, endome-
trial mesenchymal stromal cells.

введение
Эндометрий здоровых женщин репродуктивного воз-

раста регулярно повреждается во время менструации 
и заживает путем полной регенерации без фиброзирова-
ния [1]. Быстрое восстановление нормальной структуры 
ткани делает возможной эффективную подготовку сли-
зистой оболочки матки к беременности в последующих 
фазах менструального цикла.

Однако при некоторых гинекологических заболевани-
ях, таких как синдром Ашермана, аденомиоз и др. [2–4], 
которые, как правило, протекают хронически и плохо 
поддаются лечению, развивается фиброз эндометрия. 
В подобных случаях при заживлении слизистой обо-
лочки матки происходит трансдифференцировка1 ча-

1 примечание от редактора: использован термин в интер-
претации авторов; с позиции классической гистологи-
ческой школы, в данном случае более корректен термин 
«дифференцировка»

сти мезенхимальных стромальных клеток эндометрия 
(эМСК) в миофибробласты. Данные клетки приобрета-
ют способность к контракции, начиная экспрессировать 
α-гладкомышечный актин (α-SMA), а также продуцируют 
большое количество белков межклеточного матрикса 
(коллаген I, ED-A фибронектин и др.), ремоделируя ткани 
и приводя к их фиброзированию [5–7]. Это общее для 
большинства органов человеческого организма и клю-
чевой эффекторное звено в механизмах фиброзирова-
ния тканей [8–11].

У здоровых женщин во время заживления эндо-
метрия не происходит трансдифференцировки эМСК 
в миофибробласты, что может быть связано со спец-
ифическим микрокружением, которое возникает в ходе 
данного процесса. Помимо компонентов межклеточного 
матрикса и клеточных элементов оно содержит раство-
римые факторы. Вероятно, это микроокружение способ-
но не только стимулировать заживление, но и подавлять 
фиброзирование эндометрия.
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Ранее мы показали, что культивирование эМСК 
в присутствии сыворотки менструальной крови (СМК) 
здоровых женщин приводит к значительному снижению 
содержания α-гладкомышечного актина (α-SMA, марке-
ра миофибробластов) по сравнению с культивированием 
в присутствии сыворотки периферической крови (СПК) 
тех же доноров [12].

Более специфичным с позиции механизма развития 
фиброза является изучение индуцированного процесса 
в модели in vitro. TGF-β1 — один из основных раствори-
мых факторов, запускающих трансдифференцировку 
эМСК в миофибробласты как in vivo, так и in vitro, что по-
зволяет использовать его в качестве профиброгенного 
стимула в различных моделях фиброза [13, 14]. Задачей 
данной работы стала проверка влияния СМК здоровых 
женщин на миофибробласты, полученные из эМСК пу-
тем индуцированной TGF-β1 трансдифференцировки, 
с целью оценки противофиброзного потенциала содер-
жащихся в ней растворимых факторов.

материал и методы
Выделение эМСК и образцов сывороток
В один день от одного здорового донора после полу-

чения информированного согласия были собраны образ-
цы менструальной и периферической (из кубитальной 
вены) крови. Образцы хранили при +4 °С в течение 12 ч. 
и затем центрифугировали при 300 g в течение 20 мин. 
Супернатанты (СМК и СПК) собирали, пропускали через 
фильтр 0,22 мкм и хранили при -20 °С до дальнейше-
го использования. Осадок клеток менструальной крови 
ресуспендировали в 5-ти объемах раствора Хенкса, со-
держащего 2 % фетальной бычьей сыворотки (ФБС, Life 
Technologies Corporation, США) и 1 % 0,5 M ЭДТА. После 
фильтрации через 100 мкм фильтр взвесь аккуратно 
наслаивали на 15 мл 15 % раствора йодиксанола (Life 
Technologies Corporation, США) и центрифугировали при 
500 g в течение 40 мин. Слой клеток, оставшийся на по-
верхности раствора йодиксанола собирали, ресуспенди-
ровали в 10 мл раствора Хенкса и центрифугировали 
при 100 g в течение 10 мин. Полученный осадок клеток 
ресуспендировали в ростовой среде DMEM/F12 (Life 
Technologies Corporation, США), содержащей 10 % ФБС 
и 1 % пенициллина и стрептомицина, затем переносили 
на адгезивные чашки Петри на 24 ч. Прикрепившиеся 
клетки культивировали в той же ростовой среде. Смену 
среды проводили каждые 3–4 сут.

Оценка противофиброзной активности 
СМК на культуре эМСК
СМК и СПК размораживали, разводили средой 

DMEM/F12, выравнивая по концентрации белка, и куль-
тивировали эМСК 4 пассажа в подготовленных раство-
рах в течение 2 сут., после чего проводили иммуноцитоф-
луоресцентный анализ α-SMA.

Моделирование фиброза эндометрия in vitro
эМСК 4 пассажа высаживали в лунки 48-луночного 

планшета в ростовой среде DMEM/F12 без ФБС. Через 
1 сут. среду заменяли на аналогичную среду, содержа-
щую 5 нг/мл TGF-β1 (R&D Systems, США), культивиро-
вали в течение 4 сут. и затем проводили иммуноцитофлу-
оресцентный анализ α-SMA в эМСК.

Оценка противофиброзной активности СМК 
на модели фиброза эндометрия in vitro
СМК и СПК размораживали и разводили средой 

DMEM/F12, выравнивая по концентрации белка. 
Миофибробласты, полученные при моделировании 

фиброза эндометрия, культивировали в подготовленных 
растворах в течение 2 сут., после чего проводили имму-
ноцитофлуоресцентный анализ α-SMA.

Иммуноцитофлуоресцентный анализ
По завершении эксперимента клетки фиксировали 

4 % формалином в течение 10 мин., 3 раза отмывали 
фосфатно-солевым буфером (ФСБ) инкубировали с 10 % 
козьей сывороткой и снова отмывали ФСБ 3 раза. Для 
выявления целевого белка клетки инкубировали в те-
чение ночи при температуре +4 °С с моноклональными 
мышиными антителами против α-SMA человека (DAKO, 
США), отмывали ФСБ 3 раза и инкубировали с вторы-
ми антителами, реактивными к IgG мыши и конъюгиро-
ванными с AlexaFluor594 (Invitrogen, США). Ядра кле-
ток метили флуоресцентным красителем DAPI (DAKO, 
США). Изображения получали с помощью флуоресцент-
ного микроскопа Leica DM6000B, снабженного камерой 
Leica DFC 360FX (Leica Microsystems GmbH, Германия). 
Подсчет ядер и площади флуоресцентного сигнала на по-
лученных изображениях проводили в программе Fiji.

Статистический анализ
Эксперимент был выполнен в дупликатах. При имму-

ноцитофлуоресцентном анализе использовали объектив 
с минимальным увеличением для захвата наибольшей 
площади поверхности препаратов и получали не ме-
нее 2 изображений с каждого из них. Общую площадь 
α-SMA-позитивных стресс-фибрилл нормировали на ко-
личество ядер и по полученному показателю сравнивали 
группы изображений, применяя критерий Манна-Уитни.

результаты
Исследование противофиброзного 
действия СМК на культуру эМСК
МСК, выделенные из различных источников, при куль-

тивировании в содержащих ФБС средах медленно транс-
дифференцируются в миофибробласты, в результате чего 
клеточная популяция становится гетерогенной по содер-
жанию α-SMA, локализованного в стресс-фибриллах [15]. 
Наличие и степень выраженности данного феномена мо-
жет зависеть от множества факторов: источника клеток, 
характеристик сыворотки, протокола культивирования 
клеток и др. В наших экспериментах при культивирова-
нии эМСК в среде DMEM/F12 с 10 % ФБС значительная 
часть клеток на 4 пассаже содержала стресс-фибриллы, 
положительные на α-SMA (рис. 1а), что свидетельство-
вало об их трансдифференцировке в миофибробласты. 
Важно отметить, что культивирование эМСК 4 пасса-
жа в присутствии СПК не влияло на количество α-SMA-
позитивных стресс-фибрилл в клетках (рис. 1в), в то вре-
мя как культивирование в присутствии СМК — уменьшало 
их количество (рис. 1б). На основании приведенных, а так-
же полученных нами ранее данных [12], можно предполо-
жить противофиброзное действие СМК на культуру эМСК.

Оценка влияния СМК на фиброз 
эндометрия, смоделированный in vitro
После 4 сут. культивирования с TGF-β1 (5 нг/мл) 

большинство эМСК в культуре приобретали характерную 
для миофибробластов морфологию с четко выраженны-
ми α-SMA-позитивными стресс-фибриллами (рис. 2), что 
коррелирует с результатами других авторов, использо-
вавших данную методику [7]. Последующее культивиро-
вание полученных миофибробластов, в присутствии СПК 
не приводило к выраженным изменениям, в то время 
как СМК значимо (p=0,03) уменьшала общую площадь 
α-SMA-позитивных стресс-фибрилл (рис. 3). Полученные 
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результаты свидетельствуют о наличии в составе СМК 
растворимых факторов, обладающих противофиброз-
ным действием in vitro.

обсуждение
Повреждение слизистой оболочки матки (эндоме-

трия) регулярно происходит при менструации, а так-
же при ряде хирургических вмешательств, рутинно 

выполняемых у женщин репродуктивного возраста 
в акушерско-гинекологической практике [1]. Несмотря 
на то, что происходящая при этом гибель клеток со-
провождается выбросом целого спектра биологически 
активных компонентов, которые создают мощный про-
фиброгенный стимул [16], заживление эндометрия 
не сопровождается фиброзированием. Мы предпо-
лагаем, что это может быть обусловлено продукцией 

А Б В

рис. 1. Культура мезенхимальных стромальных клеток эндометрия (эМСК): А — эМСК при культивировании с фетальной 
бычьей сывороткой; Б — эМСК при культивировании с сывороткой менструальной крови (2 сут.); В — эМСК при культивировании 
с сывороткой периферической крови (2 сут.). Иммуноцитохимическая реакция с антителами к α-гладкомышечному актину 
(красный цвет). Окраска ядер — dapi. Масштабный отрезок — 100 мкм

рис. 2. Миофибробласты 
в культуре мезенхимальных 
стромальных клеток эндометрия 
(эМСК) после моделирования 
«фиброза» эндометрия in vitro: 
А — эМСК при культивировании 
в DMEM/F12; 
Б — миофибробласты, полученные 
из эМСК при культивировании 
в DMEM/F12 с TGF-β1. 
Иммуноцитохимическая реакция 
с антителами к α-гладкомышечному 
актину (красный цвет). Окраска 
ядер — dapi. Масштабный 
отрезок — 100 мкм

А Б

А Б

рис. 3. Культура мезенхимальных стромальных клеток эндометрия (эМСК) после воздействия сыворотки менструальной 
крови: А — миофибробласты после 2 сут. культивирования с сывороткой периферической крови (СПК); Б –миофибробласты через 
2 сут. культивирования с сывороткой менструальной крови; в — диаграмма размаха, отражающая различия в общей площади 
α-SMA-позитивных (α-SMA+) стресс-фибрилл (медиана, верхний и нижний квартили, минимум и максимум). Иммуноцитохимическая 
реакция с антителами к α-гладкомышечному актину (красный цвет). Окраска ядер — dapi. Масштабный отрезок — 100 мкм
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противофиброзных факторов в тканях слизистой обо-
лочки матки во время заживления.

В нашей предыдущей работе мы использовали СМК 
в качестве модельного объекта, содержащего раствори-
мые факторы, регулирующие заживление эндометрия, 
и показали, что СМК поддерживает пролиферацию эМСК, 
а также снижает содержание в культуре этих клеток a-SMA.

В настоящей работе при помощи иммуноцитофлуорес-
центного анализа мы обнаружили, что под влиянием СМК 
количество a-SMA-позитивных стресс-фибрилл в эМСК 
снижается по сравнению с воздействием СПК или ФБС (рис. 
1). Вместе с полученными ранее результатами Вестерн-
блот-анализа [12] это свидетельствовало о способности 
содержащихся в составе СМК растворимых компонентов 
оказывать противофиброзное действие на культуру эМСК.

Следующим этапом стала оценка противофиброз-
ного действия СМК на in vitro модели фиброза эндоме-
трия. Наши эксперименты показали, что после смены 
профиброгенного микроокружения, смоделированного 
при помощи TGF-β1, на СМК происходило уменьшение 
количества a-SMA-позитивных стресс-фибрилл (рис. 3). 
Вероятнее всего, добавление СМК позволяет до опреде-
ленной степени повернуть вспять процесс трансдиффе-
ренцировки эМСК в миофибробласты. Обратимый харак-
тер сборки a-SMA-позитивных стресс-фибрилл в МСК 
под действием профиброгенных и противофиброзных 
стимулов описан в литературе [17, 18].

Таким образом, полученные результаты свиде-
тельствуют о продукции в слизистой оболочке матки 
растворимых факторов, способных подавлять фибро-
зирование при её заживлении. Для объяснения этого 
феномена необходимо идентифицировать содержащи-
еся в СМК регуляторные молекулы, обладающие проти-
вофиброзным действием. В дальнейшем это позволит 
установить не только механизмы заживления эндоме-
трия, но и причины его фиброзирования при неинфек-
ционных гинекологических заболеваниях, что может 
стать основой для разработки новых методов предот-
вращения их неблагоприятных исходов.
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В шейке матки крыс накануне родов и в процессе родов 
наблюдается ряд морфологических изменений, позволяющих 
обеспечить своевременное раскрытие цервикального канала 
для беспрепятственного изгнания плода. Знание процессов 
морфогенеза шейки матки во время родов, благодаря кото-
рым реализуются все механизмы функционирования данно-
го органа, важно для разработки максимально эффективных 
методов управления родовым процессом. Цель исследова-
ния: изучение структурных преобразований, происходящих 
в шейке матки накануне родов и в период родов, на примере 
биологической модели — белой беспородной крысы. В работе 
были использованы общегистологические методы (окраска 
гематоксилином и эозином по Массону), иммуногистохимия 
с набором антител к коллагену III типа, а также электронная 
трансмиссионная микроскопия. В результате исследова-
ния было установлено, что коллаген III типа, будучи одним 
из составных структурных компонентов в шейке матки крыс, 
определяет ее механические особенности и играет ведущую 
роль в процессах морфогенеза, и, вероятно, способствует 
сохранению структуры цервикса при раскрытии маточного 
зева в родах, т. е. препятствует возникновению разрывов. 
Секреция компонентов внеклеточного матрикса, в том числе 
и коллагена, осуществляется лейомиоцитами цервикса пу-
тем клазмацитоза.

ключевые слова: цервикс, гладкие миоциты (лейомиоци-
ты), клазмацитоз, коллаген, III тип коллагена, «созревание» шей-
ки матки.

The series of the morphological changes allowing providing 
timely disclosure of the cervical channel for a free foetus expul-
sion from the uterus cavity are observed in cervix a day before and 
during labour. The processes of morphogenesis in the cervix dur-
ing delivery, with all realised functioning mechanisms in this organ, 
is essential for the development of the most effective methods 
of patrimonial process management. Therefore, the purpose of our 
research was studying of structural transformations in cervix a day 
before and in labour. We used the laboratory rat as a biological 
model. We applied several histological methods: light microscopy 
(stained with hematoxilin and eosin, by Masson), immunohisto-
chemistry with a set of antibodies to type III collagen, and an elec-
tron transmission microscopy. We established that the basic sup-
porting protein in the cervix is collagen III type; this type defines 
its mechanical features and leads key role in morphogenesis pro-
cesses. The particular role in the cervix during parturition assigned 
to the type III collagen, which probably promotes to preserve cervix 
structures during parturition and prevents the emergence of dis-
ruptures. Intercellular substance components secretion, including 
collagen, is carried out by clasmacytosis in cervix leyomyocytes.

keywords: cervix, smooth myocytes (leyomyocytes), clasma-
cytosis, collagen, III type of collagen, “maturing” cervix.

Среди разрабатываемых в современной морфологии 
многочисленных направлений фундаментального и при-
кладного характера значительное место отводится из-
учению адаптации и реактивности тканей, наблюдаемых 
в органах при беременности, во время родов и в ходе по-
слеродовой инволюции [1–3].

Наиболее ярко процессы физиологической адап-
тации проявляются в матке при беременности и родах. 
Известно, что механизмы адаптационно-приспособи-
тельного характера в миометрии при беременности 
реализуются посредствам гипертрофии и гиперпла-
зии миоцитов [1–3]. Однако в шейке матки накануне 
родов и в родах наблюдается ряд морфологических 
преобразований, позволяющих ей обеспечить рас-
крытие цервикального канала для беспрепятствен-
ного изгнания плода из полости матки. Эти измене-
ния в практическом акушерстве принято называть 

«созреванием» шейки матки, где степень ее зрело-
сти отражает готовность организма к родам [4, 5]. 
Отсутствие на момент начала родовой деятельности 
ряда морфологических признаков «зрелости» шей-
ки матки (размягчения, укорачивания и сглаживания 
губ, раскрытия маточного зева) достоверно напрямую 
коррелируют с частотой развития аномалий родовой 
деятельности [2, 4–6].

Однако накопленные к настоящему времени све-
дения не позволяют однозначно ответить на многие 
вопросы, касающиеся не только динамики раскрытия 
шейки матки и течения родов, но и особенностей адап-
тационного морфогенеза специализированных струк-
тур шейки матки. В этой связи, считаем актуальным 
проведение морфологического исследования шейки 
матки накануне родов и в ходе родов, белой беспород-
ной крысы.
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материал и методы
Дизайн исследования
Модельным объектом исследования являлись белые 

беспородные лабораторные крысы в возрасте 6–7 мес., 
весом 190–210 г., ранее нерожавшие (n=12). Крыс 
с датированным сроком беременности получали по стан-
дартной методике, описанной ранее Э. Зуссманом 
(1977) [7]. Первым днем беременности животных счита-
ли день обнаружения сперматозоидов во влагалищных 
мазках. Материал для исследования (шейка матки крыс), 
получали после вскрытия беременных самок накануне 
родов (20 и 21 сут. беременности) и в период родов (по-
сле рождения 1–2 крысят). Контролем служила шейка 
матки белых беспородных крыс в возрасте 6–7 мес., 
ранее нерожавших. Крыс умерщвляли смертельной до-
зой эфирного наркоза. Экспериментальных животных 
делили на 4 группы (n=3 в каждой группе) в зависимости 
от срока беременности: контроль (группа А), 20 сут. бе-
ременности (группа В), 21 сут. беременности (группа С) 
и период родов (группа D).

Исследование выполнено в соответствии с прави-
лами лабораторной практики в Российской Федерации: 
приказ Минздрава СССР № 755 от 12.08.1977 г.; при-
каз МЗ РФ № 267 от 19.06.2003 г.; закон «О защите 
животных от жестокого обращения» гл. V, ст. 104679-
ГД от 01.12.1999 г. На проведение исследования по-
лучено разрешение комитета по биоэтике при СамГМУ 
(протокол № 176 от 03.08.2016 г.).

Гистохимический анализ
Материал фиксировали в забуференном форма-

лине, проводку осуществляли в гистологическом про-
цессоре замкнутого типа с вакуумом Leica ASP 300 
(Германия). Материал заливали в парафин “Histomix” 
фирмы BioOptica (Россия). Фронтальные, сагиттальные 
и поперечные срезы толщиной 4 мкм готовили на ро-
торном микротоме. Готовые срезы помещали на пред-
метные стекла только со специальным фабричным ад-
гезивным покрытием (poly-L-lyzin), ООО ТД JLS Chemical 
(Россия) и окрашивали гематоксилином и эозином 
по Массону. Срезы просматривали под световым ми-
кроскопом Leica (Германия).

Иммуногистохимический анализ
Коллаген III типа на гистологических препаратах вы-

являли методом иммуногистохимии с помощью мыши-
ных антител Anti-Collagen III, Clone HWD1.1, AM167-5M 
(BioGenex, США). Для иммуногистохимической реакции 
обязательно проводили тепловую демаскировку анти-
генных детерминант на водяной бане в течение 40 мин. 
с использованием раствора Dako TRS (Target Retrieval 
Solution, 10х концентрат, лот 10119736, Дания). При 
постановке пероксидазного блока применяли раствор 
Peroxidase-Blocking Solution, Dako REALTM (Дания). 
Иммуногистохимическую реакцию выполняли с одноша-
говой системой визуализации BioGenex (QD 630-XAK) 
Super Sensitive one-step Polymer — HRP Kit/DAB (США). 
Результаты оценивали после постановки положительно-
го и отрицательного контролей.

Метод щелочной диссоциации тканей
Для получения изолированных клеток-лейоми-

оцитов (миоцитов) использовали метод щелочной 
диссоциации тканей по В.Я. Бродскому (1983) [8]. 
Кусочки шейки матки фиксировали в холодном 10 % 
нейтральном формалине на фосфатном буфере (рН-
7,0), промывали проточной водой, измельчали и пере-
носили в 50 % раствор КОН на 12 ч. Далее материал 

помещали в холодную дистиллированную воду и вы-
держивали 1 сут. при температуре +4 °С. После 2 ч. 
экспозиции при комнатной температуре, воду меняли 
на свежую, с помощью магнитной мешалки получали 
взвесь изолированных клеток, готовили мазки и окра-
шивали их гематоксилином и эозином.

Гистоморфометрия
Структуру внеклеточного матрикса соединительной 

ткани на гистологических срезах шейки матки анализи-
ровали морфометрическим методом с помощью наложе-
ния открытой точечной тестовой системы по рекоменда-
циям А.А. Глаголева (1941) [9].

Измерение линейных размеров лейомиоцитов про-
водили в двух взаимно перпендикулярных направлениях 
на изолированных клетках и вычисляли объем гладких 
миоцитов, используя метод, предложенный Я.Е. Хесиным 
(1967) [10].

Трансмиссионная электронная микроскопия
Материал фиксировали в глутаровом альдегиде 

(BASF, Германия), заливали в эпон-аралдитовую смесь 
и контрастировали уранилацетатом и цитратом свинца 
(EMS, США). Для определения прицельного участка ис-
следования сначала готовили полутонкие срезы тол-
щиной 1–2 мкм, а затем ультратонкие срезы толщиной 
200–500 нм. Срезы просматривали на электронном 
микроскопе JEOL JEM-1400 PLUS (Япония).

Статистический анализ
Статистическую обработку данных проводили в про-

грамме IBM SPSS Statistics v24, осуществляли проверку 
данных на соответствие закону нормального распреде-
ления. Для описания выборочной совокупности данных 
использовали медиану и 5, 25, 75, 95 процентили. Для 
определения статистической значимости различий меж-
ду значениями показателей в группах данных применяли 
U-критерий Манна-Уитни при уровне статистической зна-
чимости p<0,05. Для преодоления ошибки множествен-
ных значений применяли поправку Бонферрони.

результаты и обсуждение
Согласно классическому представлению о строении 

средней оболочки шейки матки плацентарных животных, 
она состоит из гладкой мышечной ткани, которая обла-
дает определенной специфичностью, высокой пластич-
ностью и характеризуется гормональной зависимостью. 
Помимо гладкой мышечной ткани, в средней оболоч-
ке шейки матки имеется волокнистая соединительная 
ткань, окружающая лейомиоциты (миоциты).

В нашем исследовании показано, что накануне родов 
и в момент родов в строении всех тканей средней обо-
лочки цервикса происходят изменения.

Лейомиоциты шейки матки при беременно-
сти подвергаются гипертрофии: объем клеток уве-
личивается с 1862,87 мкм3 в контрольной группе 
до 7870,34 мкм3 к 21 сут. беременности. На электрон-
ной микроскопии видно, что гипертрофия клеток проис-
ходит за счет увеличения в них сократительных миофи-
ламентов, которые к 20 сут. беременности занимают 
практически весь объем цитоплазмы клетки (рис. 1). 
В литературе имеются данные о том, что при самопро-
извольных родах, по сравнению со стимулированными 
родами, между гипертрофированными миоцитами увели-
чивается количество контактов [11]. Увеличение числа 
контактов отражает тоническое напряжение миометрия 
и его готовность к интенсивной сократительной деятель-
ности [12]. Однако эти изменения характерны в большей 
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степени не для шейки матки, а для других ее отделов, в ко-
торых процесса «созревания» не наблюдается [11, 12].

В шейке матки, накануне родов и в родах, несмотря 
на наличие гипертрофии лейомиоцитов, наблюдается 
разъединение межклеточных контактов (рис 2). Это со-
провождается изменениями в строении периферической 
части цитоплазмы клеток, где сократительные миофила-
менты разрушаются, а на их месте развиваются цистер-
ны гранулярной ЭПС и накапливаются рибосомы (рис. 3). 
Кроме этого, в ядрах преобладает эухроматин и появля-
ются ядрышки, что говорит о повышении функциональной 
активности клеток. Чем ближе к родам, тем больше стано-
вится извилистость мембраны лейомиоцитов, появляют-
ся различной величины выпячивания плазмолеммы.

В базовой литературе такой процесс получил назва-
ние клазмацитоз, который расценивается как патология 
проницаемости клеточной мембраны — «минус-мем-
брана». Однако, он свойственен и нормальным клеткам: 
классический пример — образование тромбоцитов, опи-
санное J.G. Wright (1906) [13].

Установлено, что клазмацитоз встречается в мио-
цитах матки в ходе послеродовой инволюции, но здесь 
он рассматривается как один из вероятных механиз-
мов элиминации структур миометрия, обеспечивающих 
уменьшение его массы без ущерба для численности 
гладких миоцитов и угрозы развития воспаления [3].

В ряде научных работ авторы ассоциируют с клаз-
мацитозом транспорт веществ, считая его одним из пу-
тей секреции коллагена у активно синтезирующих 
фибробластов [14, 15]. Данный путь секреции реали-
зуется в условиях экстренного синтеза, где из цистерн 
гранулярной ЭПС синтезированный материал, минуя 
пластинчатый комплекс, через транспортные вакуоли, 
поступает в межклеточную среду. Таким образом, клаз-
мацитоз предлагается рассматривать с точки зрения 
физиологического процесса, происходящего в железах 
с апокринным типом секреции.

Мы полагаем, что формирование множественных ци-
топлазматических выпячиваний у миоцитов (как темных, 
так и светлых) во время родов, есть не что иное, как один 
из механизмов секреции компонентов внеклеточного 
матрикса. Несмотря на то, что размеры выпячиваний 
значительно варьируют, содержимое преимущественно 
представлено гранулированным материалом и участка-
ми расширенных цистерн грЭПС (рис. 3).

Также во время беременности происходят измене-
ния со стороны соединительной ткани. Объем внекле-
точного матрикса становится больше, о чем свидетель-
ствует увеличение расстояния между миоцитами, что 
на световом уровне дает картину развития интерстици-
ального отека.

В связи с тем, что при электронной микроскопии было 
выявлено большое количество коллагеновых фибрилл 
с выраженной поперечной исчерченностью, мы провели 
иммуногистохимическое типирование гистологических 
срезов с применением моноклональных антител к колла-
гену III типа, и показали, что количество коллагена III типа 
значительно увеличивается на момент родов (рис. 4, 5). 
Статистический анализ данных, полученных в результате 
морфометрических исследований объемной доли струк-
тур внеклеточного матрикса с положительной окраской 
DAB к коллагену III типа (рис. 6), дает нам основание гово-
рить о положительной корреляции между синтезом кол-
лагена III типа и сроком беременности. Стоит отметить, 
что во всех экспериментальных группах результаты до-
стоверно отличаются друг от друга (табл.). Таким обра-
зом, коллаген III типа, по-видимому, играет важную роль 
в морфогенезе «созревания» шейки матки в родах.

рис. 1. Гладкие миоциты шейки матки крысы на 20 сут. 
беременности. Сократительные миофиламенты (указаны 
стрелками) занимают весь объем цитоплазмы. ТЭМ. 
Ув. ×4000

рис. 2. Гладкие миоциты шейки матки крысы на 21 сут. 
беременности. Разрушение межклеточных контактов 
из-за появления клазмацитоза (указано стрелкой). 
Центральная часть цитоплазмы клеток заполнена 
миофиламентами. ТЭМ. Ув. ×5000

рис. 3. Гладкий миоцит шейки матки крысы в родах. 
В просвете цитоплазматических выпячиваний 
определяются цистерны грЭПС (указано стрелкой). ТЭМ. 
Ув. ×20 000
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таблица. Результаты сравнения данных объемной доли структур шейки матки на гистологических срезах 
с положительным окрашиванием DAB к коллагену III типа, полученных методом ИГХ, накануне и в ходе родов, 
по U-критерию Манна-Уитни

Группа

Контроль Б. 20сут. Б. 21сут. Роды

(A) (B) (C) (D)

Доля ИГХ+

Среднее 5,00 7,47
A

9,65
A B

11,01
A B C

Стандартная ошибка 
невзвешенной частоты

5 5
A

5
A B

5
A B C

Медиана 4,89 7,39
A

9,34
A B

10,66
A B C

Процентиль 25 4,55 6,90
A

8,13
A B

9,68
A B C

Процентиль 75 5,56 8,00
A

10,66
A B

12,24
A B C

Процентиль 05 4,10 5,98
A

7,10
A B

8,80
A B C

Процентиль 95 6,08 8,90
A

12,77
A B

14,52
A B C

рис. 6. Объемные доли структур шейки матки 
на гистологических срезах с положительным 
окрашиванием DAB к коллагену III типа, накануне и в ходе 
родов. Иммуногистохимическая реакция

Результаты основаны на парном критерии Манна-
Уитни и двусторонних критериях в предположении равен-
ства дисперсий. Для каждой значимой пары ключ меньшей 
категории появляется в категории с большим средним. 
Уровень значимости p для групп A, B, C: менее 0,05.

Известно, что коллаген III типа отличается более вы-
сокой степенью гидроксилирования пролина, чем другие 
фибриллобразующие типы коллагена, а также он содер-
жит цистеин, благодаря чему способен образовывать до-
полнительные дисульфидные связи и является центром 
агрегации молекул в фибриллы [16]. На наш взгляд, это 
свойство коллагена в цервиксе матки способствует сохра-
нению ее структуры при раскрытии маточного зева в ро-
дах, т. е. препятствует возникновению разрывов тканей.

рис. 4. Участок шейки матки половозрелой 
крысы контрольной группы. 3 слоя миометрия: 1 — 
надсосудистый, 2 — сосудистый, 3 — подслизистый. 
Иммуногистохимическая реакция с антителами к коллагену 
III типа. Световая микроскопия. Ув. ×100

рис. 5. Участок шейки матки крысы в родах. Увеличение 
экспрессии коллагена III типа в миометрии. 1 — 
надсосудистый слой, 2 — сосудистый слой, 3 — подслизистый 
слой. Иммуногистохимическая реакция с антителами 
к коллагену III типа. Световая микроскопия. Ув. ×100
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Стоит отметить, что на сегодняшний день процесс 
«созревания» шейки матки расценивается как сложный 
каскад ферментативных реакций, направленных на раз-
рушение коллагеновых волокон, присутствующих в шей-
ке матки. Доказано, что темп раскрытия шейки матки 
в родах тем больше, чем меньше в ней коллагена, кото-
рый обуславливает величину жесткости тканей [17–19]. 
Руководствуясь сведениями о функциональной значимо-
сти коллагенов [16], можно сказать, что величину жест-
кости тканей обычно определяет коллаген I типа, который 
в шейке матки присутствует в большем количестве, чем 
коллаген III типа, и именно коллаген I типа разрушает-
ся в процессе «созревания» шейки матки. Полученные 
нами результаты об увеличении количества коллагена III 
типа на момент родов, позволяют задуматься о функцио-
нальной роли различных типов коллагенов и возможной 
смене одного типа на другой к концу беременности.

Коллаген III типа, будучи одним из составных струк-
турных компонентов в шейке матки крыс, определяет 
ее механические особенности и играет важную роль 
в процессах родового морфогенеза. При этом секреция 
компонентов внеклеточного матрикса, в том числе и дан-
ного типа коллагена, осуществляется лейомиоцитами 
шейки матки с секреторным фенотипом. Мы считаем, 
что клазмацитоз — это один из вариантов функциониро-
вания дефинитивной мышечной клетки. Данный процесс 
накануне родов и в родах является проявлением уси-
ленного синтеза компонентов внеклеточного матрикса, 
в частности коллагена III типа, который приводит к увели-
чению объемной доли внеклеточного матрикса и измене-
нию его качества.
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Криоконсервация спермы — важный инструмент репро-
дуктивной биотехнологии в решении проблем бесплодия 
и воспроизводства животных. Несмотря на имеющиеся дости-
жения в этой области, механизмы, детерминирующие криоре-
зистентность мужских гамет, требуют дальнейшего изучения. 
Повреждающее действие сверхнизких температур при криокон-
сервации, прежде всего, направлено на плазматическую мем-
брану сперматозоидов. Цель настоящего исследования — про-
анализировать показатели жизнеспособности размороженных 
сперматозоидов быков после превентивно индуцированной ка-
пацитации с последующей криоконсервацией.

В исследовании использовали эякулят от трех неинбредных 
быков айрширской и черно-пестрой пород. Функциональный 
статус сперматозоидов анализировали с помощью хлортетра-
циклинового теста (ХТЦ). Гаметы ранжировали в соответствии 
с одним из трех типов флуоресценции комплекса ХТЦ-кальций-
мембрана: равномерная флуоресценция по всей головке (нека-
пацитированные клетки); свободная от флуоресценции полоса 
в постакросомальном районе (капацитированные клетки); низ-
кая флуоресценция по всей головке, за исключением тонкой яр-
кой полосы флуоресценции в экваториальном сегменте (акро-
сома-реактивные клетки). Жизнеспособность сперматозоидов 
оценивали с использованием красителя пропидиума йодида 
(5 мкг/мл). Капацитацию индуцировали гепарином (5 мкг/мл) 
или теофиллином/dbcAMP (250/100 мкМ).

При индукции капацитации сперматозоидов быков гепари-
ном, а также теофиллином/dbcAMP перед криоконсервацией 
было показано, что после размораживания количество жизне-
способных клеток увеличивается, так же, как количество клеток 
на стадии акросомной реакции, а количество капацитированных 
клеток снижается. В интактных (без криоконсервации) сперма-
тозоидах при индукции капацитации количество жизнеспособ-
ных клеток оставалось неизменным, а количество капацитиро-
ванных клеток увеличивалось.

Полученные данные расширяют представления об эффек-
тах сверхнизких температур на мужские гаметы и могут быть 
использованы для модернизации технологии криоконсервации 
сперматозоидов быков с целью увеличения их выживаемости 
после размораживания.

ключевые слова: криоконсервация, капацитация, сперма-
тозоиды, бык, жизнеспособность.

Cryopreservation of sperm is an important tool of reproductive 
biotechnology in the solving of the problems in infertility and repro-
duction of animals. In despite of the achievements in this field, the 
mechanisms that determine the cryoresistance of male gametes 
require further study. The damaging effect of ultralow tempera-
tures during cryopreservation is primarily directed to the plasma 
membrane of spermatozoa. The purpose of this study is to analyze 
the viability of thawed bull spermatozoa after preventively induced 
capacitation with the further cryopreservation.

Ejaculates of three noninbred bulls of Ayrshire and black-and-
white breeds were used in the experiments. The functional state 
of spermatozoa was evaluated with a chlortetracycline test. 
Gametes were ranked in accordance with one of the three types 
of fluorescence of CTC-calcium-membrane complex : uniform fluo-
rescence throughout the head (uncapacitated cells); fluorescence-
free band in the post-acrosome region (capacitated cells); low fluo-
rescence in the entire head, except for a thin bright fluorescence 
band in the equatorial segment (acrosome-reactive cells). The vi-
ability of spermatozoa was assessed with propidium iodide (5 μg / 
ml). Capacitation was induced by heparin (5 μg / ml) or theophylline 
/ dbcAMP (250/100 μM).

It was shown that the induction of the capacitation of bull sperm 
by heparin, as well as theophylline /dbcAMP before cryopreserva-
tion enhances the number of viable sperm, reduces the number 
of capacitated cells and increases the number of sperm with acro-
some reaction after thawing. In intact (without freezing) spermato-
zoa after induction of capacitation such effect is not revealed, the 
number of viable cells remained unchanged, the induction of capaci-
tation caused an increase number of capacitated spermatozoa.

The findings expand knowledge concerning the effects of ex-
tremely low temperatures on male gametes and can be used for 
modernization of the cryopreservation technology for increase 
their survival rate after thawing.

keywords: cryopreservation, capacitation, spermatozoa, bull, 
viability.

введение
Криоконсервация спермы является важным инстру-

ментом репродуктивной биотехнологии, но процессы 
замораживания-размораживания оказывают на спер-
матозоиды негативное влияние, которое изучено в не-
достаточной степени [1]. Было показано, что процедуры, 
производимые при криоконсервации (разбавление спер-
мы, охлаждение, замораживание-размораживание) ин-
дуцируют в сперме процессы, аналогичные тем, которые 
происходят в ней при капацитации, в частности, можно 
отметить реорганизацию плазматической и акросомной 

мембран, вход кальция в сперматозоиды [2, 3]. Также 
было обнаружено, что в основном изменение функцио-
нального статуса криоконсервированных сперматозо-
идов аналогично изменению функционального статуса 
сперматозоидов при капацитации: они способны под-
вергаться акросомной реакции или оплодотворять оо-
циты in vitro [4, 5]. Несмотря на то, что молекулярные 
механизмы капацитации выяснены не полностью, в мно-
гочисленных исследованиях выявлено, что при капаци-
тации происходят изменения в составе и текучести мем-
бран сперматозоидов [6]; увеличивается концентрация 
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цитоплазматического кальция [7]; возрастают цитоплаз-
матический рН [8] и концентрация cAMP [9]. Также ка-
пацитация зависит от уровня содержания внеклеточного 
кальция и подъем уровня внутриклеточного Ca2+ является 
необходимым условием для ее успешного протекания [5].

В настоящее время основным направлением в совер-
шенствовании методов криоконсервации мужских гамет, 
которые могут повысить выход жизнеспособных спер-
матозоидов после замораживания-размораживания, 
является улучшение качества криосред путем подбора 
криопротекторов для снижения губительного влияния 
сверхнизких температур. Однако, результаты, получае-
мые при этом, достаточно скромные.

Известно, что подвижность спермы крупного рогатого 
скота сразу же после размораживания зачастую не кор-
релирует с фертильностью гамет [10]. Несмотря на сохра-
нение адекватной подвижности, криоконсервированная 
сперма имеет значительные нарушения мембраны [1]. 
Повышение уровня внутриклеточного кальция в крио-
консервированной сперме и её пониженная способность 
поддерживать нормальную концентрацию этого катиона 
может являться одним из объяснений снижения оплодотво-
ряющей способности спермы после размораживания [11].

Небольшое количество (~6 %) холестерола стабилизи-
ровано в цитоплазматической мембране спермиев в виде 
сульфатов. В процессе движения гамет по женскому ре-
продуктивному тракту стеролсульфатазы инициируют ги-
дролиз сульфатных групп, увеличивая пул холестерола, 
доступного для этерификации. Таким образом в процессе 
капацитации осуществляется перестройка липидного со-
става цитоплазматической мембраны сперматозоидов 
путем выхода из ее состава определенного количества 
холестерола, являющегося мощным фактором, стабили-
зирующим мембрану. Связываясь с мембранными фос-
фолипидами, холестерол увеличивает плотность упаковки 
мембраны и, тем самым, снижает ее текучесть и проница-
емость. В процессе криоконсервации происходит повреж-
дение мембран спермиев кристаллами льда, что приводит 
к неконтролируемым изменениям проницаемости для 
различных ионов. Как следствие, затрудняется нормаль-
ный ход капацитации после размораживания, что демон-
стрирует появление «ложной» капацитации в разморо-
женных образцах сперматозоидов [12]. В соответствии 
с вышесказанным, можно предположить, что индукция 
капацитации, осуществляемая перед криоконсервацией, 
позволит избежать этих процессов.

Целью исследования являлся анализ показателей 
жизнеспособности размороженных сперматозоидов бы-
ков после индуцированной капацитации с последующей 
криоконсервацией.

материал и методы
Дизайн эксперимента
Эякулят от неинбредных быков айрширской (n=1) 

и черно-пестрой пород (n=2) получали в день экспери-
мента. При проведении исследований соблюдались пра-
вила гуманного обращения с экспериментальными жи-
вотными, регламентированные «Правилами проведения 
работ с использованием экспериментальных животных» 
(Приказ МЗ РФ № 267 от 19.03.2003 г.). После обра-
ботки образцов спермы и капацитации производили кри-
оконсервацию с последующей оценкой функционально-
го состояния и жизнеспособности сперматозоидов. Для 
оценки влияния капацитации на функциональный статус 
сперматозоидов и их жизнеспособность было поставле-
но 2 серии экспериментов в 4 группах:

1 группа — инкубация в среде для спермы быков в те-
чение 4 ч.;

2 группа — инкубация в среде для спермы быков в те-
чение 4 ч., в которую добавляли гепарин (5 мкг/мл);

3 группа — инкубация в среде для спермы быков в те-
чение 4 ч., в которую добавляли теофиллин/dbcAMP 
(250/100 мкМ);

4 группа — контроль — клетки без инкубации.
Первая серия экспериментов была проведена 

на клетках, которые не замораживали, вторая серия — 
на клетках, которые криоконсервировали после процеду-
ры капацитации и через 1 сут. размораживали.

В работе использовали реактивы компании Sigma-
Aldrich (США): инкубационную среду TALP, поливинил-
алкоголь, хлортетрациклин (ХТЦ), бычий сывороточный 
альбумин, глутаральдегид, L-цистеин, 1,4-диазобицик-
ло [2.2.2]-октан, глицерол, гепарин, теофиллин, dbcAMP

Приготовление образцов спермы
От каждого быка было получено 5 образцов спермы. 

Для освобождения от семенной плазмы сперму два раза 
отмывали средой SP-TALP, состоящей из: 100 мМ NaCl, 
3,1 мМ KCl, 25 мМ NaHCO

3, 0,3 мМ NaH2PO4, 
21,6 мМ лактата натрия, 0,4 мМ MgCl2, 10 мМ HEPES, 
1 мМ пирувата и 0,1 % поливинилалкоголя (молекуляр-
ной массой 30 000–70 000 Да), pH 7,4, с последующим 
центрифугированием при 300 g в течение 10 мин.

Процедура капацитации
Для капацитации использовали среду Sp-TALP, в ко-

торую было добавлено 6 мг/мл бычьего сывороточно-
го альбумина и 0,5 мМ CaCl2 (среда для спермы быков). 
Активацию капацитации в клетках проводили с помощью 
гепарина (5 мкг/мл) или смесью теофиллина и dbcAMP 
(250 и 100 мкМ, соответственно). Продолжительность 
капацитации сперматозоидов составляла 4 ч. при 
38,5 °С, 95 % влажности и 5 % СО2.

Криоконсервация сперматозоидов
Для криоконсервации сперматозоидов образцы семе-

ни разбавляли в два раза средой для спермы быков, не со-
держащей яичного белка (Andromed, Minitube, Германия), 
доводили температуру семени до 20–22 °С, фасовали 
в пайеты и выдерживали в течение 3–4 ч. в холодильнике 
при температуре 4 °С. Далее образцы семени охлаждали 
в течение 7,5 мин. до температуры –145 °С в программном 
замораживателе, а затем помещали в жидкий азот, где они 
хранились при температуре –196 °С. Размораживание об-
разцов биологического материала проводили на водяной 
бане при 38,5 °С в течение 1 мин. Объем биологического 
материала составлял 200 мкл на пробу.

Оценка влияния капацитации на функциональное 
состояние сперматозоидов
После капацитации 20 мкл суспензии сперматозои-

дов смешивали с 20 мкл раствора ХТЦ и инкубировали 
при 38,5 °С в течение 10 мин. Раствор ХТЦ (750 мкМ) 
готовили в буфере, который содержал 130 мМ NaCl, 
5 мМ L-цистеина, 20 мМ Трис (рН 7,8). Для фикса-
ции добавляли 10 мкл 25 % глутаральдегида в 1мМ 
Трис. (рН 7,4) до конечной концентрации 0,1 %. При этой 
концентрации глутаральдегида флуоресценция остава-
лась стабильной в течение 2 ч. и не оказывала дополни-
тельного влияния на клетки [13]. После этого при ком-
натной температуре каплю суспензии сперматозоидов 
(10 мкл) размещали на предметном стекле, смешивали 
с 10 мкл 0,22 М 1,4-диазобицикло[2.2.2]октана, раство-
ренного в глицерол/PBS (9:1, v/v), накрывали покров-
ным стеклом и хранили в темноте при 4 °С. С помощью 
окуляра Levenhuk 10x/18 с сеткой (Levenhuk, Китай) 
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в поле зрения отсчитывали 200 сперматозоидов и анали-
зировали под люминесцентным микроскопом Zeiss Axio 
Imager (Германия) с фазовым контрастом и эпифлуорес-
центной оптикой (возбуждение при 400–440 нм и из-
лучение при 470 нм) [12]. Сперматозоиды оценивали 
в соответствии с одним из трех типов флуоресцентного 
окрашивания ХТЦ [14]: равномерная флуоресценция 
по всей головке (некапацитированные клетки, образцы 
F), свободная от флуоресценции полоса в постакросо-
мальном районе (капацитированные клетки, образцы В), 
низкая флуоресценция по всей головке, за исключением 
тонкой яркой полосы флуоресценции в экваториальном 
сегменте (акросома-реактивные клетки, образцы AR).

Оценка жизнеспособности сперматозоидов
Жизнеспособность сперматозоидов оценивали с ис-

пользованием красителя пропидиума йодида (PI). Клетки 
отмывали от криопротектора дважды средой Sp-TALP 
с последующим центрифугированием при 600 g в тече-
ние 10 мин., окрашивали раствором PI (5 мкг/мл) и ана-
лизировали сразу под люминесцентным микроскопом 
Zeiss Axio Imager (возбуждение при 540 нм, излучение 
при 625 нм; Германия). Живые сперматозоиды имели 
слабо флуоресцирующую головку, мертвые — яркую флу-
оресценцию по всей головке.

Статистический анализ
В связи с параметрическим распределением коли-

чественных показателей сравнение групп осуществляли 
с помощью t-критерия Стьюдента с использованием про-
граммного пакета SigmaStat.

результаты
В экспериментах на сперматозоидах быков изучали 

влияние капацитации на структурные изменения в мем-
бране клеток с использованием флуоресцентного зонда 
ХТЦ, который образует комплексы в присутствии каль-
ция (ХТЦ-кальций-мембрана), что позволяет сделать 
видимым перераспределение кальция в мембране спер-
матозоидов [14]. В 1 серии экспериментов после про-
ведения капацитации сперматозоиды не замораживали 
(рис. 1). В образцах, инкубированных в среде без доба-
вок по сравнению с образцами без инкубации (контроль) 
отмечали снижение процентного содержания (на 30 %) 
некапацитированных клеток (образцы F). Аналогичный 
эффект наблюдали при капацитации сперматозоидов 
в присутствии гепарина, а также теофиллина/dbcAMP. 
В то же время инкубация образцов спермы в среде без 
добавок приводила к увеличению количества капаци-
тированных клеток в 3 раза (P<0,001, образцы B), наи-
большее количество капацитированных сперматозоидов 
(увеличение в 4 раза, P<0,001) отмечали тогда, когда 
при инкубации добавляли в среду гепарин или теофиллин 
совместно с dbcAMP.

Во 2 серии экспериментов изучали влияние пред-
варительной капацитации сперматозоидов перед за-
мораживанием на структурные изменения в мембране 
сперматозоидов быков после размораживания (рис. 2). 
В отличие от сперматозоидов, которые не замораживали, 
после замораживания-размораживания процентное со-
держание некапацитированных клеток (образцы F) оста-
валось одинаковым (20–24 %) во всех опытных группах. 
Наибольший процент (54±2,36, P<0,001) капацитирован-
ных клеток (образцы B) отмечали в контрольных образ-
цах, которые перед замораживанием не инкубировали. 
Предварительная инкубация сперматозоидов перед за-
мораживанием приводила к снижению процента капаци-
тированных клеток (в 2 раза) (образцы B) и к повышению 

процентного содержания акросома-реактивных клеток 
(образцы AR) в размороженных сперматозоидах во всех 
опытных группах. Полученные данные свидетельствуют, 
что предварительная капацитация сперматозоидов быков 
перед замораживанием стимулирует в размороженных 
клетках снижение количества капацитированных и повы-
шение числа акросома-реактивных клеток.

При оценке влияния процесса капацитации на жиз-
неспособность интактных сперматозоидов быков были 
обнаружены сходные показатели соотношения живых 
и мертвых клеток (3:1) в контроле и в образцах, инку-
бированных в среде без добавок (рис. 3). Активация ка-
пацитации гепарином, а также теофиллином и dbcAMP, 
не приводила к изменению количества жизнеспособных 
клеток по сравнению с контролем и образцами, инкуби-
рованными в среде без добавок. Таким образом, акти-
вация процессов капацитации не оказывала влияние 
на жизнеспособность интактных сперматозоидов быков.

Результаты экспериментов по влиянию предвари-
тельной капацитации (до замораживания) на жизне-
способность замороженных/размороженных сперма-
тозоидов быков, представлены на рис. 4. В контрольных 
образцах (без инкубации) после размораживания спер-
матозоидов соотношение живых/мертвых клеток со-
ставляло примерно 1:1. Инкубация образцов в среде 
без добавок до замораживания не приводила к значи-
тельным изменениям в соотношении живых/мертвых 
клеток по сравнению с контролем. В то же время ин-
кубация до замораживания сперматозоидов в присут-
ствии гепарина, а также теофиллина и dbcAMP, увели-
чивала количество жизнеспособных сперматозоидов 
после размораживания в 2 раза.

обсуждение
Криоконсервация спермы широко используется 

в промышленном разведении крупного рогатого ско-
та, однако половина из замороженных сперматозоидов 
не выживает, а в большинстве из тех, которые выжива-
ют, происходят функциональные изменения, влияющие 
на их способность к оплодотворению. Было обнаружено, 
что в криоконсервированной сперме быков сразу после 
размораживания и отмывания почти 50 % сперматозо-
идов завершили капацитацию и более 20 % находились 
на стадии акросомной реакции [15]. Исходя из этих дан-
ных, для достижения эквивалентной степени оплодотво-
рения количество криоконсервированных сперматозои-
дов крупного рогатого скота должно быть в 8 раз больше 
по сравнению со свежей спермой [16]. Оплодотворяющая 
способность после размораживания значительно снижа-
ется из-за преждевременной капацитации. После размо-
розки сперматозоидов быков отмечается высокий про-
цент клеток на стадии капацитации, и чем их больше, тем 
хуже качество образца [12]. Существует гипотеза, со-
гласно которой криоконсервированные сперматозоиды 
преждевременно «капацитируют» сразу после размора-
живания в результате эффекта сверхнизких температур: 
повреждения, полученные клеткой во время криоконсер-
вации, достаточны для «облегчения» и/или стимуляции 
функциональной капацитации сперматозоидов.

Повреждающее действие сверхнизких температур 
при криоконсервации, прежде всего, направлено на плаз-
матическую мембрану сперматозоидов [17]. Было по-
казано, что воздействие на сперму кабана сверхнизких 
температур с последующим размораживанием клеток 
вызывало деструкцию плазматических мембран средней 
части и головки сперматозоидов [18]. После криоконсер-
вации размороженная сперма человека и быков содер-
жала большее количество внутриклеточного кальция, 
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что свидетельствует о нарушении мембранных механиз-
мов избирательной проницаемости [11, 19].

Таким образом, если плохое качество материала связа-
но с большим количеством капацитированных клеток после 
размораживания, можно предположить, что уменьшение 
количества капацитированных клеток после разморажива-
ния сперматозоидов позволит улучшить их качество.

Ранее было выявлено, что обработка сперматозо-
идов быков высокодисперсным кремнеземом перед 
замораживанием приводила после размораживания 
клеток к повышению подвижности спермы, увели-
чению показателей выживаемости клеток и стаби-
лизации их мембран [20]. При инкубации спермато-
зоидов быков в течение 4 ч. в присутствии 0,001 % 

высокодисперсного кремнезема без последующего 
замораживания отмечали увеличение количества 
капацитированных клеток [21]. Было сделано пред-
положение, что одним из факторов, способствующих 
лучшему переживанию сперматозоидами заморажи-
вания, является активация высокодисперсным крем-
неземом процессов капацитации в сперматозоидах.

Для проверки этого предположения было изучено 
влияние гепарина на сохранность сперматозоидов после 
замораживания-размораживания. Было обнаружено, 
что инкубация перед криоконсервацией сперматозои-
дов быков в течение 4 ч. в присутствии гепарина приво-
дила к снижению количества капацитированных клеток 
после их размораживания. В то же время инкубация 

рис. 3. Влияние капацитации на жизнеспособность 
незамороженных сперматозоидов быков: 1 — 
клетки без инкубации (контроль); 2 — клетки, 
инкубированные 4 ч. в среде без добавок; 
3 — клетки, инкубированные 4 ч. в присутствии 
гепарина; 4 — клетки, инкубированные 4 ч. 
в присутствии теофиллина и dbcAMP. По оси 
ординат — процентное содержание клеток. 
Статистическая значимость различий: a:b; с:d; e:f; 
g:h — P<0,001

рис. 4. Влияние предварительной капацитации 
сперматозоидов быков перед заморозкой 
на жизнеспособность клеток после криоконсервации: 
1 — клетки без инкубации (контроль); 2 — клетки, 
инкубированные 4 ч. в среде без добавок; 3 — клетки, 
инкубированные 4 ч. в присутствии гепарина; 4 — клетки, 
инкубированные 4 ч. в присутствии теофиллина и dbcAMP. 
По оси ординат — процентное содержание клеток. 
Статистическая значимость различий: e:f; g:h — P<0,001; 
a:e; b:f; a:g; b:h — P<0,005; c:e; d:f; c:g; d:h — P<0,05

рис. 1. Влияние капацитации на функциональный статус 
незамороженных сперматозоидов быков: 1 — клетки без 
инкубации (контроль); 2 — клетки, инкубированные 4 ч. 
в среде без добавок; 3 — клетки, инкубированные 4 ч. 
в присутствии гепарина; 4 — клетки, инкубированные 
4 ч. в присутствии теофиллина и dbcAMP. По оси 
ординат — процентное содержание клеток с разным 
функциональным статусом: некапацитированные клетки 
(образцы F); капацитированные клетки (образцы В); 
акросома-реактивные клетки (образцы AR). Статистическая 
значимость различий: a:b; b:c; a:j; b:h; e:h; b:k — P<0,001; a:g; 
b:h — P<0,005; a:c; a:d; e:k — P<0,05

рис. 2. Влияние предварительной капацитации 
сперматозоидов быков перед заморозкой на капацитацию 
клеток после криоконсервации: 1 — клетки без инкубации 
(контроль); 2 — клетки, инкубированные 4 ч. в среде без 
добавок; 3 — клетки, инкубированные 4 ч. в присутствии 
гепарина; 4 — клетки, инкубированные 4 ч. в присутствии 
теофиллина и dbcAMP. По оси ординат — процентное 
содержание клеток с разным функциональным статусом: 
некапацитированные клетки (образцы F); капацитированные 
клетки (образцы В); акросома-реактивные клетки (образцы 
AR). Статистическая значимость различий: a:b; b:c; g:i; h:i; j:l; k:l; 
b:c; b:h; b:k; c:i; c:l — P<0,001; d:f; c:f — P<0,005; e:f — P<0,05
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сперматозоидов, которые не подвергались последующе-
му замораживанию, в присутствии гепарина стимули-
ровала увеличение количества капацитированных кле-
ток [22]. Следовательно, предварительная капацитация 
сперматозоидов быков перед замораживанием позволя-
ет уменьшить процент капацитированных клеток после 
размораживания, что, по-видимому, может способство-
вать улучшению качества мужских гамет.

Известно, что при связывании с рецепторами спер-
матозоидов гепарин стимулирует подъем концентрации 
внутриклеточного кальция, рН и cAMP [23]. Влияние 
cAMP на капацитацию сперматозоидов быков было из-
учено с использованием теофиллина и dbcAMP, которые 
в этих клетках стимулируют увеличение внутриклеточной 
концентрации cAMP. Оказалось, что предварительная 
капацитация сперматозоидов перед замораживанием 
с помощью теофиллина и dbcAMP, так же, как и при дей-
ствии гепарина, приводила к уменьшению процента ка-
пацитированных клеток после размораживания. Из вы-
шесказанного следует, что стимулированная гепарином 
предварительная капацитация сперматозоидов перед 
замораживанием, приводящая впоследствии к сниже-
нию количества капацитированных клеток после размо-
раживания, связана с повышением концентрации вну-
триклеточного cAMP во время капацитации.

В предыдущем исследовании нами было установле-
но, что после размораживания в сперматозоидах быков 

повышается количество капацитированных клеток и по-
нижается число жизнеспособных сперматозоидов. Если 
же перед замораживанием провести процедуру капа-
цитации сперматозоидов, то после размораживания 
количество капацитированных клеток снижается [24]. 
Можно было ожидать, что предварительная капацитация 
перед заморозкой также приведет к повышению числа 
жизнеспособных сперматозоидов после разморажива-
ния. Полученные в данной работе результаты показали, 
что после предварительной капацитации в присутствии 
гепарина, а также теофиллина и dbcAMP после замо-
раживания/размораживания происходило значитель-
ное (P<0,001) увеличение количества жизнеспособных 
сперматозоидов.

Выявленный эффект индуцирования капацитации 
в сперматозоидах быков до их криоконсервации на повы-
шение количества жизнеспособных клеток после размо-
раживания может быть использован при модернизации 
этапов технологии криоконсервации мужских гамет.
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В дифференцирующейся культуре миобластов образова-
ние миофибрилл сопровождается потреблением аминокис-
лот и высвобождением их производных в среду. Усиление ми-
тохондриального метаболизма предшествует образованию 
миофибрилл. Целью работы являлась оценка высвобождения 
в культуральную среду хуманиноподобного пептида (ХНПП, mt-
RNR-пептид) и производных аминокислот при дифференциров-
ке С2С12 миобластов.

Клетки линии С2С12 культивировали по стандартной мето-
дике в планшетах, контролируя образование миофибрилл и от-
бирая для анализа пробы культуральной среды на 0 (индукция), 
2, 4, 7, 9 и 11 сут. дифференцировки. Уровень ХНПП опреде-
ляли иммуноферментным методом, аминокислот и их метаболи-
тов — жидкостной хроматографией.

Из незаменимых аминокислот интенсивнее всех потребля-
ются аминокислоты с разветвленной цепью — Вал, Лей, Иле 
вплоть до 7 сут. дифференцировки. Отмечается взаимная кор-
реляция суточной продукции производных заменимой амино-
кислоты аргинина — гомоаргинина (гАрг) и орнитина (r=0,53; 
p=0,008) с максимумом на 2 сут., значительным снижением се-
креции гАрг на 4 сут. и следовой секрецией после 7 сут. диффе-
ренцировки. Высвобождение в среду ХНПП, в отличие от гАрг, 
продолжается до 4 сут.

Начало дифференцировки клеточной культуры более четко 
прослеживалось не по уровню потребления незаменимых ами-
нокислот, присутствующих в культуральной среде в высоких 
концентрациях, а по образованию аминокислот-продуктов спе-
циализированных метаболических путей, к числу которых отно-
сятся гАрг и орнитин. Метаболическая активность митохондрий 
подтверждается секрецией ХНПП. Секреция ХНПП дифферен-
цирующимися миобластами является ранним маркером станов-
ления митохондриального метаболизма. Ее понижение к 7 сут. 
происходит на фоне деградации уже дифференцированных ми-
оцитов. Специфическая функциональная активность миоцитов 
зависит от метаболической активности митохондрий, которую 
можно оценивать по уровню секретируемого ХНПП.

ключевые слова: хуманин, миобласты, дифференцировка, 
аминокислоты, гомоаргинин, митохондрии, хуманиноподобный 
пептид, mt-RNR-пептиды.

In the differentiating culture of myoblasts, the formation of myo-
fibrils is accompanied by the consumption of amino acids and the 
release of their derivatives into the medium. The enhancement 
of mitochondrial metabolism precedes the formation of myofibrils. 
In this work, the release of a humanin-like peptide (HNLP, mt-RNR-
peptide) and amino acid derivatives into the medium was studied 
in the differentiation of C2C12 myoblasts.

Cells of the C2C12 line were cultured using standard tech-
niques in plates with control of myofibril formation and samples 
selection for analysis at 0 (induction), 2, 4, 7, 9 and 11 days of dif-
ferentiation. HNLP was determined by enzyme immunoassay, and 
amino acids and their metabolites by liquid chromatography.

From the essential amino acids, branched chain — Val, Leu, 
Ile were most intensively consumed up to day 7 of differentiation. 
There was observed a mutual correlation between the daily produc-
tion of arginine derivatives — homoarginine (hArg) and ornithine (r = 
0.53, p = 0.008) with a maximum on day 2, a significant decrease 
of hArg production on day 4 and trace secretion after day 7. The 
release of HNLP, unlike hArg, lasts up to 4 days.

Secretion of HNLP in course differentiating myoblasts is an ear-
ly marker of the mitochondrial metabolism development. Its de-
crease by day 7 is associated to inhibition of the further existence 
of already differentiated myocytes. The early stage of cell culture 
differentiation is more clearly checked not by the level of essen-
tial amino acids intake, which presented in the cultivation medium 
at high concentrations, but by the formation of amino acid products 
of specialized metabolic pathways, including hArg and ornithine. 
The metabolic activity of mitochondria is confirmed by the secre-
tion of HNLP. The specific functional activity of myocytes depends 
on the metabolic activity of the mitochondria, which can be checked 
without violating the integrity of the culture, according to the level 
of secreted HNLP.

keywords: humanin, myoblasts, differentiation, amino 
acids, homoarginine, mitochondria, humanin-like peptide, 
MT-RNR-peptides.

введение
В культурах миобластов, как и в культурах большин-

ства других эукариотических клеток, развитию сарко-
меров предшествует формирование митохондриона, 
обеспечивающего достаточный уровень АТФ для поддер-
жания жизнеспособности и функциональной активности 
клеток. [1, 2]. Оценка динамики потребления и выделения 
метаболитов культурой клеток может использоваться 
в технологиях по производству рекомбинантных белков, 
при подготовке клеток к трансплантации, при разработке 
протоколов культивирования и дифференцировки и при 
создании новых питательных сред [3, 4]. В изучении мета-
болизма на культурах клеток безусловное преимущество 
имеют методы, не нарушающие нативность культуры, 

например, анализ состава культуральных сред на раз-
личных этапах роста и дифференцировки клеток [3–5]. 
Однако определение потребления аминокислот in vitro 
растущими и дифференцирующимися клетками характе-
ризует их утилизацию из культуральной среды, но не ста-
новление митохондриального метаболизма в культуре 
эукариотических клеток, в том числе миобластов. Кроме 
того, аминокислотный состав питательных сред всегда 
предусматривает большие избытки незаменимых и ус-
ловно заменимых аминокислот, поэтому их потребление 
клетками может составлять лишь несколько процентов 
от общего количества, а значит, точная оценка потре-
бления весьма затруднительна. В связи с этим более 
обоснованным является определение в культуральных 
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средах метаболических маркеров, которые отсутствуют 
в формуляре среды, но продуцируются клетками. Таким 
маркером может предположительно выступать пептид 
хуманин (ХН), синтезирующийся в ходе генерации ми-
тохондрий и в основном на матрице митохондриальной 
ДНК [6]. В организме образование ХН прямо корре-
лирует с увеличением числа митохондрий [7]. Пептид 
ХН описан как митохондриальный фактор mt-RNR, ре-
гулирующий окислительное фосфорилирование и, тем 
самым, продукцию АТФ [8]. В литературе есть данные 
о том, что хуманиновая митохондриальная ДНК перено-
сится в ядерный геном, и существуют различные ядер-
ные ДНК-последовательности митохондриального про-
исхождения — явление, известное как NUMT (nuclear 
mitochondrial DNA) [6]. Таким образом, в ядерном гено-
ме имеются вырожденные ХН-подобные открытые рамки 
считывания — последовательности нуклеотидов в соста-
ве ДНК, способные кодировать этот пептид. В итоге в ор-
ганизме и, соответственно, в крови обнаруживаются ана-
логи ХН с биологической активностью [9]. Известно, что 
ХН у человека интенсивно образуется не только в тканях 
печени и почек, но и в других богатых митохондриями тка-
нях, включая сердечную мышцу и поперечнополосатую 
мышечную ткань, а также клетки нервной системы [10].

Для изучения продукции ХН в качестве эксперимен-
тальной модели мы использовали мышиные миобласты 
С2С12, т. к., во-первых, на них получают хорошо воспро-
изводимые результаты при исследовании развития мы-
шечной ткани in vitro [11], и, во-вторых, к настоящему 
времени помимо человеческого доказано существова-
ние мышиного аналога хуманина — хуманиноподобного 
пептида (ХНПП, mt-RNR) [12, 13].

Цель работы: изучение высвобождения в культураль-
ную среду хуманиноподобного пептида (ХНПП, mt-RNR-
пептид) и производных аминокислот при дифферен-
цировке С2С12 миобластов. Задачами исследования 
являлось определение: 1) стадии дифференцировки ми-
областов, на которой начинает синтезироваться ХНПП; 
2) динамики его образования в сопоставлении с потре-
блением аминокислот и образованием их производных 
в ходе дифференцировки в интактной культуре клеток; 3) 
роли ХНПП в качестве маркера, позволяющего просле-
дить начало и наивысшую активность клеток по образо-
ванию митохондрий.

материал и методы
Культивирование клеток линии С2С12
Клетки линии С2С12 (мышиные миобласты) 

были любезно предоставлены нашими коллегами 
из Каролинского Института (Prof. Thomas Sejersen, 
Group of myopathy research, Karolinska Institutet, 
Stockholm, Швеция). Клетки высевали в лунки 6-луноч-
ного планшета (2×105 клеток на лунку в 2 мл среды) 
и культивировали в ростовой среде DMEM, содержащей 
10 % инактивированной фетальной бычьей сыворотки 
(FCS), 1 % L-глутамина и 1 % пенициллина/стрептоми-
цина (все реагенты Invitrogen, США) в CO2-инкубаторе 
(37 °С, 5 % CO2, 99 % влажность) в течение 72 ч. К окон-
чанию инкубации степень слияния клеток достигала 
80 % при хорошей адгезии.

Миогенная дифференцировка
Миогенную дифференцировку клеток проводи-

ли по методике, описанной в работе P. Keire и соавт. 
(2013) [14]. После 72 ч. инкубации клеток в ростовой 
среде ее отсасывали и брали для анализа. Клетки про-
мывали подогретым фосфатно-солевым буферным рас-
твором (PBS) и заливали 2 мл дифференцировочной 

среды, состоящей из питательной среды DMЕМ, со-
держащей 2 % лошадиной сыворотки (horse serum, 
HS) (Gibco, США), 1 % L-глутамина и 1 % пенициллина/
стрептомицина. Забор для анализа дифференциро-
вочной среды и полную ее смену после промывания 
PBS производили через каждые 48 ч. (один раз через 
72 ч.). Таким образом, были получены образцы культу-
ральной среды на 0 (индукция), 2, 4, 7, 9 и 11 сут. диф-
ференцировки, состав которых сравнивали с составом 
соответствующих исходных сред — ростовой (0 сут.), 
либо дифференцировочной (остальные сут.). Образцы 
сред сразу замораживали и хранили до анализа при 
–80 °С. Контроль миогенной дифференцировки кле-
ток проводили с помощью иммунофлюоресцентного 
окрашивания тяжелых цепей миозина. Дизайн экспе-
римента представлен на рис. 1А.

Количественное определение аминокислот
Спектр из 22 аминокислот, 15 из которых являют-

ся компонентами среды DMEM, а 7 других (аланин, 
гомоаргинин (гАрг), цитруллин, орнитин, аспартат, глу-
тамат, аспарагин) образуются в ходе метаболизма кле-
ток, количественно определяли в культуральной среде 
методом обращенно-фазного ВЭЖХ-анализа на хро-
матографе Agilent 1100 (Agilent Technologies, США) 
по разработанной нами технологии, подробно описан-
ной в патенте [15]. Были использованы колонка Zorbax 
Eclipse AAA C18 (150×4,6 мм, диаметр зерен 3,5 мкм) 
и ортофталевый альдегид (Agilent Technologies, США) 
для предколоночной дериватизации. Концентрации 
аминокислот рассчитывали, используя норвалин в ка-
честве внутреннего стандарта.

Иммунофлюоресцентный анализ
Для проведения иммуноцитохимического исследо-

вания клетки фиксировали 4 % параформальдегидом 
при +4 °С в течение 10 мин., затем в течение 5 мин. ин-
кубировали с 0,2 % раствором Тритона Х-100 для повы-
шения проницаемости мембран, а далее блокировали 
неспецифическое связывание путем 30-мин. инкуба-
ции в 15 % растворе FCS в PBS. Инкубацию с монокло-
нальными первичными антителами к тяжелым цепям 
миозина MAB4470 (R&D, США) проводили в течение 
1 ч. при комнатной температуре, после чего в течение 
45 мин. инкубировали с вторичными антителами, конъ-
югированными с флюоресцентным красителем Alexa 
Fluor 546 (Molecular probes, США). Ядра окрашива-
ли 4',6-диамидино-2'-фенилиндолом (DAPI; Molecular 
probes, США). Промежуточную отмывку клеток между 
этапами окраски осуществляли PBS.

Определение мышиного ХНПП
Уровень мышиного ХНПП в культуральной среде опре-

деляли с помощью коммерческих наборов реактивов 
для иммуноферментного анализа производства CLOUD-
CLONE CORP, США, поставщик НПО «Иммунотэкс», 
http://белкиантитела.рф/, Россия. Производство набо-
ров, поставляемых НПО «Иммунотэкс», сертифицирова-
но по ISO-13485 и ISO-9001. Все использованные нами 
наборы были поставлены в теплоизолирующих контейне-
рах с хладоагентами, сохранившими требуемое охлажде-
ние вплоть до вскрытия контейнеров в лаборатории.

Статистический анализ
Высвобождение (+) аминокислот в культуральную 

среду или их потребление (–) из среды рассчитывали 
по формуле:

(Собр.–Сср.)*2/t,
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где Собр. — концентрация аминокислоты в опытном 
образце (нмоль/мл), Сср. — концентрация аминокислоты 
в соответствующей исходной среде (нмоль/мл), t — вре-
мя инкубации (сут.), 2 — объем среды (мл). Скорость про-
дукции/потребления аминокислот выражали в нмоль/
сут. на 2×105 первично посеянных клеток. Данные пред-
ставлены как среднее значение ± ошибка среднего 
значения из двух независимых экспериментов, каждый 
с тремя параллельными (n=6). Соответствие данных 
нормальному распределению проверяли с помощью те-
ста Шапиро-Уилка. Достоверность различий оценивали 
с помощью t-критерия, поскольку все данные имели нор-
мальное распределение. Статистически значимыми счи-
тали различия при p<0,05. Статистический анализ про-
водили с использованием пакета программ Statistica 10.

результаты
Культуральные среды на основе DMEM, согласно 

формуляру, содержат избыточные количества всех не-
заменимых и нескольких заменимых (глутамин, серин, 
глицин, тирозин, цистеин) аминокислот. Тем не менее, 
аминокислотные составы ростовой и дифференциро-
вочной сред несколько различаются (табл.), прежде 
всего, за счет различного количества сывороточных до-
бавок и их источника (10 % FСS в ростовой среде и 2 % 
HS в дифференцировочной). Заменимые аминокисло-
ты, за исключением перечисленных выше, содержатся 
в средах в небольших количествах, производные аргини-
на — цитруллин, гомоаргинин (гАрг) и орнитин, — обнару-
живаются в ростовой среде в минимальных количествах, 
а в дифференцировочной среде не выявляются.

таблица. Возрастание концентраций аминокислот (АК) в среде (+) или потребление из среды (–) в сравнении 
с концентрациями АК в исходных средах. Показатель на сроке 0 сут. (индукция дифференцировки) сравнивали 
с составом ростовой среды (РС), а данные остальных сроков наблюдения — с составом дифференцировочной 
среды (ДС).

АК

Концентрации АК (µM) Сдвиг концентраций АК (µM), M(m)

РС ДС
Суток дифференцировки

0 2 4 7 9 11

Ала 116 (4) 8 (2) 217 (51)
p4,9,11<0,008

411 (59)
p9=0,001

504 (42)
p9=0,01

390 (80)
p9=0,037

820 (114) 560 (28)

Арг 412 (12) 406 (17) 29 (68)
pall>0,05

–63 (25)
p11<0,05

–12 (28) –35 (47) 53 (61) 33 (27)

Глн 3753 (82) 4011 (101) –713 (293)
p2,4,7<0,001

–2334 (70)
p9,11<0,01

–2449 (91)
p9,11<0,003

–2642 (195)
p11<0,02

–1400 (406) –1729 (152)

Гли 453 (17) 395 (15) 93 (114)
pall>0,05

175 (73) 153 (51)
p9=0,037

105 (48) 408 (100) 247 (39)

А

Б

Посев  
клеток

Индукция 
дифференцировки

Дни 
дифференцировки

Фаза роста

РС
2 мл

Образец
0

Образец
2

Образец
4

Образец
7

Образец
9

Образец
11

ДС
2 мл

ДС
2 мл

ДС
2 мл

ДС
2 мл

ДС
2 мл

рис. 1. Дизайн эксперимента (А) и миотубы в С2С12 клетках через 72 ч. (слева) и 7 сут. (справа) дифференцировки (Б). РС — 
ростовая среда, ДС — дифференцировочная среда. Иммунофлуоресцентная реакция с антителами к тяжелым цепям миозина, 
доокраска ядер — DAPI. Масштабный отрезок — 25 мкм.
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АК

Концентрации АК (µM) Сдвиг концентраций АК (µM), M(m)

РС ДС
Суток дифференцировки

0 2 4 7 9 11

Иле 640 (21) 668 (27) 138 (103)
p2,4<0,01

–133 (29)
p9,11<0,02

–106 (23)
p9,11<0,03

–149 (85) 134 (117) 9 (37)

Лей 900 (25) 770 (30) 79 (150)
pall>0,05

–99 (28)
p9,11<0,007

–53 (46)
p9,11<0,04

–74 (88) 296 (150) 140 (57)

Лиз 800 (31) 829 (40) 301 (172)
p2<0,03

–39 (40)
p9,11<0,02

–11 (67)
p9=0,03

–87 (103) 343 (140) 170 (64)

Сер 483 (23) 436 (17) 22 (76)
p2,4<0,02

–170 (20)
p9,11<0,004

–167 (23)
p9,11<0,007

–168 (33)
p9,11<0,04

43 (59) –20 (28)

Вал 721 (21) 777 (20) 236 (124)
p2,4<0,02

–102 (34)
p9,11<0,007

–39 (30)
p9,11<0,02

–108 (122) 347 (168) 143 (47)

Результаты, представленные в таблице, показыва-
ют, что из незаменимых аминокислот интенсивнее всех 
потребляются аминокислоты с разветвленной цепью — 
Вал, Лей, Иле вплоть до 7 сут. дифференцировки, а да-
лее наблюдается их высвобождение в среду. На 9 сут. 
дифференцировки концентрации незаменимых амино-
кислот превышают их содержание в исходной диффе-
ренцировочной среде приблизительно в 1,3 раза (табл.). 
Динамика изменения их уровня в процессе дифферен-
цировки однотипна. Использование этих аминокислот 
в биосинтетических процессах подтверждается морфо-
логическими данными: образование значительных коли-
честв миозина отмечается через 72 ч. после индукции 
дифференцировки, а к 7 сут. он принимает более упоря-
доченный характер в составе миофибрилл (рис. 1Б).

Динамика изменения уровня заменимых аминокис-
лот, которые участвуют в энергетическом метаболизме, 
в ходе миогенной дифференцировки С2С12 миобластов 
выглядит иначе. Высокая исходная концентрация глута-
мина (Глн, 4000 μМ) падает примерно в 2 раза после 
каждой смены среды, включая 9 и 11 сут. дифференци-
ровки (табл.). Аланин же, присутствующий в дифферен-
цировочной среде в минимальных количествах, посто-
янно высвобождается в среду в высоких концентрациях 
на протяжении всего эксперимента.

Динамика изменения содержания в среде производ ных 
аргинина (гАрг и орнитина) в течение первых двух сут. диф-
ференцировки имеет сходный характер, их максимальное 
количество зафиксировано на вторые сут. (рис. 2). Следует 
отметить, что динамика изменений уровня гАрг в среде 
выявляется с большей достоверностью, чем орнитина или 
любых исходных аминокислот в составе питательных сред 
(табл.). На четвертые сут. дифференцировки количество 
гАрг в среде значительно снижается по сравнению с его 
содержанием на вторые сут. дифференцировки и далее 
его накопление поддерживается на очень низком уровне. 
Отмечается взаимная корреляция суточной продукции 
гАрг и орнитина (r=0,53; p=0,008).

Обращает на себя внимание необычно высокий уро-
вень высвобождения большинства аминокислот (за ис-
ключением Глн) на 9–11 сут. эксперимента, что указывает 
на протеолиз белков и деградацию культуры. Таким обра-
зом, по данным изучения динамики уровней аминокислот 
миогенная дифференцировка в условиях использования 
культуральной среды DMEM продолжается до 7 сут., а за-
тем наблюдаются признаки деградации миоцитов.

Динамика высвобождения ХНПП в культуральные 
среды быстро нарастая, в отличие от гАрг, продолжается 
до 4 сут., достоверно не отличаясь от его высвобождения 

на вторые сут. (рис. 2) Уровень секреции этого пептида до ин-
дукции дифференцировки (0 сут.) составляет 84±21 пг/
сут. на 2*105 высаженных клеток, повышается ко вторым 
сут. после индукции дифференцировки почти в 3 раза 
(244±27 пг/сут., р=0,0082) и сохраняется до 4 сут. экспе-
римента. Начиная с 7 сут. наблюдается достоверное сниже-
ние его выделения в среду (ниже 50 пг/сут), что свидетель-
ствует о торможении образования и функционирования 
митохондрий в период между 4 и 7 сут. эксперимента.

обсуждение
Мониторинг дифференцировки клеточных культур 

требует информативных маркеров состояния метабо-
лизма клеток. Предложены различные методы контроля, 
предусматривающие определение убыли компонентов 
сред, в том числе аминокислот [4, 5]. Наибольшее значе-
ние в мониторинге дифференцировки клеточных культур 
отводится динамике потребления глутамина и высво-
бождения отсутствующего в исходной среде аланина [5]. 
Высвобождение в среду аланина, начиная с 2 сут. диф-
ференцировки, остается стабильно высоким, благодаря 
его образованию в ходе реакций трансаминирования 
из пировиноградной кислоты, которая присутствует 
в среде в высокой концентрации (1000 μМ).

Потребление незаменимых аминокислот по получен-
ным нами данным, регистрируемое вплоть до 7 сут. диф-
ференцировки, закономерно объясняется их участием 
в синтезе специфических мышечных белков, например, 
миозина. Пик их потребления приходится на 2 сут. диффе-
ренцировки, что соответствует максимальному количеству 
миозина по данным иммуноцитохимии (рис. 1Б). Однако 
использовать оценку уровня потребления незаменимых 
аминокислот (например, с разветвленной цепью) для мони-
торинга дифференцировки клеточных культур неудобно, по-
скольку существует значительная вариабельность данных, 
связанная с большими количествами этих аминокислот 
в формуляре среды [5]. Высвобождение в среду больших 
количеств как заменимых, так и незаменимых аминокис-
лот (за исключением Глн), отмеченное нами на 9–11 сут. 
дифференцировки, может быть расценено как признак ак-
тивации апоптоза, что является характерным для высоко-
дифференцированных С2С12 миобластов [16].

Динамика потребления аргинина, которая относится 
к замениным аминокислотам у мышей, на модели мио-
генной дифференцировки С2С12 миобластов сходна 
с динамикой потребления незаменимых аминокислот 
с разветвленной цепью (табл.).

В ходе экспериментов показано, что высвобождение 
производных аргинина в культуральную среду может 
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быть определено с большей достоверностью, чем по-
требление исходных аминокислот из среды, в том чис-
ле глутамина. Из образующихся производных аргинина 
наиболее достоверные сдвиги обнаружены в отношении 
гАрг по сравнению с орнитином и цитруллином. При этом 
значительно более высокую достоверность прироста гАрг 
можно, вероятно, объяснить тем, что его участие в мета-
болизме клеток весьма невелико, в отличие от орнитина 
или цитруллина [17]. Обнаруженная корреляция между 
уровнями гАрг и орнитина, но не цитруллина, возможно, 
объясняется тем, что гАрг и орнитин могут образовывать-
ся в одной и той же реакции, катализируемой ферментом 
аргинин:глицинамидинотранс феразой (АГАТ, КФ 2.1.4.1), 
который необходим для биосинтеза креатина. Максимум 
продукции гАрг на 2 сут. дифференцировки соответствует 
по времени синтезу максимального количества миозина 
(рис. 1Б и 2). В дальнейшем, с 7 по 11 сут., синтез гАрг 
резко замедляется в связи с гибелью клеток. Таким обра-
зом, образование гАрг, происходящее на ранних стадиях 
дифференцировки, является информативным маркером 
этого процесса, а динамика изменения уровня гАрг позво-
ляет проследить процесс дифференцировки в культуре 
клеток, не затрагивая клеточный материал. Образование 
гАрг и его накопление в культуральной среде в процессе 
миогенной дифференцировки миобластов вплоть до 4 сут. 
дифференцировки, предположительно в результате экс-
прессии гена Gatm и синтеза фермента АГАТ, начинает-
ся в ранний период после индукции дифференцировки 
и предшествует образованию миофибрилл. Имеются дан-
ные о том, что синтез АГАТ может происходить в эмбри-
ональной мышечной ткани [18, 19], но не в высокодиф-
ференцированных миоцитах. В связи с этим уже к 4 сут. 
в нашем эксперименте наблюдается снижение высво-
бождения гАрг в культуральную среду. Важно отметить, 
что уровень ХНПП существенно понижается значительно 
позднее начала образования миофибрилл, то есть после 

образования миоцитов. Как известно, снижение функцио-
нальной активности митохондриона клеток сопровождает-
ся снижением секреции этого пептида [20, 21], что ведет 
к снижению митохондриального аэробного пути пополне-
ния энергоресурсов клетки. В настоящем исследовании 
показано, что к 7 сут. развития культуры миобластов на-
блюдается примерно двукратное снижение суточного на-
копления ХНПП в культуральной среде (рис. 2).

На основании полученных данных можно сделать сле-
дующие выводы:

1) появление в среде ХНПП со вторых сут. диффе-
ренцировки является ранним маркером метаболической 
активности дифференцирующихся миобластов;

2) понижение уровня ХНПП в среде к 7 сут. проис-
ходит на фоне деградации уже дифференцированных 
миоцитов. Мы считаем целесообразным проводить 
оценку начала дифференцировки в клеточной культуре 
не по уровню потребления незаменимых аминокислот, 
присутствующих в культуральной среде в высоких кон-
центрациях, а по образованию аминокислот-продуктов 
специализированных метаболических путей, к числу ко-
торых относятся гАрг и орнитин;

3) после завершения дифференцировки специфиче-
ская функциональная активность миоцитов зависит, пре-
жде всего, от состояния метаболизма митохондрий, что 
представляется возможным оценивать по уровню выде-
ляемого в среду ХНПП.
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Мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки 
(ММСК) могут быть рассмотрены как основа биомедицинского 
клеточного продукта для лечения острой печеночной недоста-
точности. Цель исследования заключалась в оценке влияния 
ММСК, введенных в нижнюю полую вену, на пролиферативную 
активность гепатоцитов и морфометрические критерии реге-
нерации печени после резекции 68 % её объема у крыс. В ра-
боте оценивали количество митозов, долю PCNA-позитивных 
клеток, диаметр ядра гепатоцитов, площадь гепатоцитов, 
ядерно-цитоплазматическое соотношение (ЯЦС), размер пече-
ночных долек на 1, 2, 4, 14 сутки после операции. Результаты 
исследования показали, что внутривенное введение 2,5 млн 
аллогенных ММСК костного мозга (КМ) в нижнюю полую вену 
после расширенной резекции печени увеличивает количество 
пролиферирующих гепатоцитов (PCNA-позитивных клеток), 
но не влияет на количество фигур митозов, диаметр ядра, пло-
щадь гепатоцитов, ЯЦС и печеночной дольки, что, вероятно 
свидетельствует в пользу регенерации, протекающей в изучен-
ные сроки на внутриклеточном уровне.

ключевые слова: обширная резекция печени, трансплан-
тация, мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки, 
нижняя полая вена.

Multipotent mesenchymal stromal cells can be a drug for treat-
ment of acute liver failure. The purpose of this study was to assess 
the effect of multipotent mesenchymal stromal cells on the prolifer-
ative, mitotic activity of hepatocytes and morphometric criteria for 
the regeneration of liver parenchyma after 68 % partial hepatec-
tomy in rats. The number of mitosis, PCNA positive cells, diameter 
of nucleus of hepatocytes, size of hepatocytes, nuclear-cytoplasmic 
ratio (NCR), the area of hepatic lobules were evaluated on 1, 2, 4, 
14 days after surgery. The results of the study showed that intra-
venous administration of allogeneic mesenchymal multipotent stro-
mal cells from bone marrow after extended hepatectomy increase 
the number of proliferating hepatocytes (PCNA positive cells), but 
does not affect the number of mitoses, the diameter of the nucleus, 
the area of hepatocytes, NCR and hepatic lobules. Probably, at this 
time, regeneration proceeds primarily through an intracellular 
mechanism.

keywords: extended hepatectomy, transplantation, multipo-
tent mesenchymal stromal cells, inferior vena cava.

введение
Известно, что острая печеночная недостаточность 

(ОПН) в большинстве случаев возникает вследствие 
токсического и вирусного повреждения печени, а также 
развивается после обширной резекции этого органа 
и проявляется острой утратой функций печени, которая 
приводит к желтухе, коагулопатии и печеночной энцефа-
лопатии. Без лечения ОПН может привести к полиорган-
ной недостаточности, коме и смерти [1]. Ортотопическая 
трансплантация печени является операцией выбора 
при тяжелой ОПН, однако нехватка органов ограничива-
ет возможность применения этой операции [2]. Кроме 
этого, пожизненное применение иммуносупрессантов 
после трансплантации печени сопряжено с высоким 
риском развития побочных эффектов (артериаль-
ной гипертензии, почечной недостаточности, опухоли, 

инфекции и т. д.) [3]. Указанные обстоятельства и высо-
кие затраты на трансплантацию и лечение в послеопе-
рационном периоде привели к поиску дополнительных 
методов лечения ОПН.

Количество экспериментальных методик примене-
ния стромальных клеток (включая ММСК, полученных 
из костного мозга (КМ)) за последние годы существенно 
возросло. Их эффективность была показана при хрони-
ческой и острой печеночной недостаточности как в экс-
периментах, так и в инициативных клинических исследо-
ваниях [4]. В отличие от гепатоцитов, они легкодоступны 
и могут быть успешно культивированы in vitro [4]. Кроме 
того, при применении аутогенных клеток нет потребно-
сти в применении иммуносупрессантов [4]. Механизмы, 
с помощью которых ММСК оказывают положительное 
влияние на регенерацию печени, полностью не изучены. 
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Предполагается, что они могут участвовать в клеточной 
регенерации печени, слиянии с гепатоцитами и (или) се-
креции паракринных факторов, которые стимулируют де-
ление клеток, ингибируют апоптоз или модулируют мест-
ные и системные воспалительные реакции [5].

В настоящем исследовании мы оценивали влияние 
аллогенных ММСК КМ на пролиферативную активность 
гепатоцитов и регенерацию печени после обширной 
резекции.

материал и методы
Дизайн исследования
Исследование выполнено на 63 крысах — самцах по-

роды Вистар массой 155–185 г. Медиана массы крыс 
составила 173 г. Животных содержали в виварии ГНЦ 
ФМБЦ им. А.И. Бурназяна ФМБА России в одинаковых 
условиях при постоянной температуре окружающей сре-
ды, кормление производили стандартным лабораторным 
кормом. Помещение, в котором находились животные, 
вентилировалось с постоянным контролированием дав-
ления воздуха и температуры, соблюдали суточный цикл 
(12 часов день/ночь). Накануне операции крыс не корми-
ли, все манипуляции выполняли в период с 7.30 до 10.30. 
Крыс выводили из эксперимента декапитацией под 
в/м наркозом раствором Золетила из расчета 15 мг/
кг массы тела животного. Эксперимент проводили и за-
вершали в соответствии с требованиями Хельсинской 
конвенции о гуманном обращении с экспериментальны-
ми животными (1975). Эксперимент одобрен этическим 
комитетом ФГБУ ГНЦ ФМБЦ им А.И. Бурназяна ФМБА 
России (протокол № 1 от 20 июня 2012).

Животные подразделены на 2 группы: 1 — кон-
трольная (n=28), крысам которой выполняли резекцию 
70 % печени без трансплантации аллогенных ММСК 
КМ в нижнюю полую вену (НПВ); 2 — экспериментальная 
группа (n=28), выполняли резекцию 70 % печени с транс-
плантацией 2,5 млн аллогенных ММСК КМ в НПВ. 7 крыс 
из 1 и 2 групп были использованы для определения мор-
фометрических показателей печени в норме (на 0 сутки, 
до резекции 70 % печени), им выполнена лапаротомия, 
взятие фрагмента органа на исследование, а также бе-
дренной кости для получения ММСК КМ.

Животным в обеих группах выполнена резекция 70 % 
печени по стандартной методике [6], в НПВ введено 
0,5 мл 0,9 % раствора NaCl (BBraun, Германия), в экс-
периментальной группе с данным раствором вводили 
2,5 млн аллогенных ММСК КМ в НПВ. В последующем 
по 7 крыс выводили из эксперимента на 1, 2, 4, 14 сут. 
эксперимента, оценивали количество митозов, PCNA-
позитивных клеток, диаметр ядра гепатоцитов, площадь 
гепатоцитов, ЯЦС, размер печеночных долек. Выбор сро-
ков выведения из эксперимента был выполнен с учетом 
пиков синтеза ДНК в клетках печени [8].

Получение ММСК КМ
ММСК получены из КМ бедренных костей крыс 

по стандартной методике [7]. Центрифугирование вы-
полняли в течение 7 мин. при 300 g. Состав культураль-
ной среды — DMEMF12 + 10 % FBS (BioInd, Индия) + 
пенициллин 100 ед/мл + стрептомицин 100 мкг/мл + 
L-глютамин 2 мл. В эксперименте использованы клетки 
третьего пассажа. Фенотип ММСК подтвержден при по-
мощи проточной цитометрии при использовании стан-
дартной (для ММСК) панели антител.

Протокол операции
Резекция 68 % печени у крыс выполнена по методи-

ке G.M. Higgens, R.M. Anderson [6]. Под в/м анестезией 

раствором Золетила из расчета 15 мг/кг веса выпол-
няли верхнюю срединную лапаротомию (разрез длиной 
3–4 см). Срединную и левую латеральную доли печени 
выводили в рану, долевые сосуды перевязывали у осно-
вания и доли удаляли. Удаленная часть составляла 2/3 
(67–70 %) от общей массы печени. Лапаротомный раз-
рез ушивали наглухо непрерывным швом.

Определение количества митозов
Материал фиксировали в 4 % забуференном фор-

мальдегиде в течение 24 часов, затем заливали в па-
рафин по стандартной методике, парафиновые срезы 
толщиной 4–6 мкм окрашивали гематоксилином и эо-
зином. Определяли суммарное количество фигур мито-
за в 5 полях зрения при увеличении ×400. Все измере-
ния производили в программе AxioVision 4.8 (Carl Zeiss 
AG, Германия).

Определение диаметра ядра гепатоцитов
Диаметр ядра измеряли полуавтоматическим мето-

дом после окраски препаратов гематоксилином и эози-
ном в 5 полях зрения при увеличении ×400.

Определение площади гепатоцитов
Площадь гепатоцитов определяли полуавтоматиче-

ским методом после окраски препаратов гематоксили-
ном и эозином в 5 полях зрения при увеличении ×400.

Определение ядерно-цитоплазматического 
соотношения (ЯЦС)
ЯЦС в % высчитывали по формуле SЯ/SЦ×100. Где 

SЯ — площадь ядра клетки, SЦ — площадь цитоплазмы (ге-
патоцита). SЯ =1/4×π×d2. Где d — диаметр ядра. Значение 
π=3,1415926.

Определение площади печеночных долек
Классическую печеночную дольку представили в виде 

правильного шестиугольника, в центре которого рас-
полагается центральная вена, а по углам — портальные 
тракты. Площадь правильного шестиугольника вычисля-
ли по формуле: S= 3×l2×√3/2, где S-площадь шестиуголь-
ника, l-длина одной из сторон шестиугольника (измеряли 
расстояние между двумя близлежащими портальными 
трактами). Проводили измерение не менее 25 порто-
портальных расстояний.

Определение доли PCNA-позитивных клеток
Парафиновые срезы печени крысы окрашивали 

иммуногистохимически с антителами к ядерному анти-
гену пролиферирующих клеток (Proliferating cell nuclear 
antigen — PCNA) (клон PC10, DAKO, Denmark; разведе-
ние 1:100). Детекцию результатов иммуногистологи-
ческой реакции проводили стрептавидин-биотиновым 
методом (LSAB), визуализацию производили с помощью 
3-аминоэтил-9-карбазола (АЭК), ядра докрашивали ге-
матоксилином. Высчитывали среднее процентное соот-
ношение количества PCNA-позитивных ядер к общему 
количеству ядер в 5 полях зрения при увеличении ×400.

Статистический анализ
Статистическая обработка полученных данных вы-

полнена с помощью программного обеспечения SPSS 
22 для Windows. Количественные данные представляли 
в виде медианы и межквартильного размаха. Для срав-
нения значений количественных признаков в независи-
мых группах использовали непараметрический критерий 
Манна-Уитни. Различия признавали статистически зна-
чимыми при значении р<0,05.
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результаты
В ходе эксперимента все крысы перенесли операции 

удовлетворительно, осложнений и нежелательных реак-
ций не отмечено.

Количество фигур митозов
Пик митозов приходился на 2 сутки как в контроль-

ной, так и в экспериментальной группе, однако статисти-
чески достоверных различий при сравнении двух групп 
не выявлено (рис. 1А, 2). Следовательно трансплантация 
аллогенных ММСК КМ не влияет на количество митозов 
после 68 % резекции печени.

Количество PCNA-позитивных гепатоцитов
При постановке реакций с антителами к PCNA до вы-

полнения резекции печени была отмечена минимальная 
пролиферативная активность. В дольках печени наблю-
дали лишь единичные позитивно окрашенные гепато-
циты (рис. 1Б). Однако уже через сутки после операции 
мы наблюдали резкое нарастание числа делящихся ге-
патоцитов, максимум их пролиферативной активности 
приходился на 2 сутки, к 14 суткам отмечали нормализа-
цию внутри каждой группы (см. рис. 1Б, 3). При анализе 

между группами выявили статистически достоверное 
их увеличение в экспериментальной группе на 1 и 2 сут-
ки (на 8–18 %) после операции (рис. 1Б, 3).

Таким образом, трансплантация аллогенных ММСК 
КМ увеличивает количество пролиферирующих гепато-
цитов после 70 % резекции печени.

Диаметр ядер гепатоцитов
Наибольший диаметр ядра отмечен на 1 сутки в обе-

их группах. Повышение диаметра ядра внутри групп отме-
чено на всех сроках после операции. Однако при сравне-
нии между группами статистически значимых различий 
не было выявлено (рис. 1В), что свидетельствует в поль-
зу того, что трансплантация ММСК КМ не влияет на диа-
метр ядра гепатоцитов после резекции 68 % печени.

Площадь гепатоцитов
Наибольшая площадь гепатоцитов отмечена 

на 1 и 14 сутки в двух группах. Статистические различия 
между группами не отмечены на всех сроках после опе-
рации (рис. 1Г). Таким образом, трансплантация аллоген-
ных ММСК КМ не влияет на площадь гепатоцитов после 
резекции 68 % печени.
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рис. 1. Количество фигур митозов (А), доля PCNA-позитивных (%) гепатоцитов (Б), диаметр ядра (В), площадь гепатоцитов 
(Г) на разные сроки после операции с применением аллогенных ММСК КМ (зеленый цвет) и без применения ММСК 
КМ (белый цвет). * — статистически значимый результат между группами (P<0,05); v — статистически значимый результат 
внутри группы при сравнении с нормой (P<0,05). Розовым цветом отмечен коридор средних нормальных значений 
(нативный контроль)
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ЯЦС
Пик ЯЦС отмечен на вторые сутки после операции. 

Внутри обеих исследуемых групп наблюдали увеличе-
ние ЯЦС на 1, 2, 4 сутки после операции (табл. 1, рис. 4). 
Статистически значимых различий между группами 
не выявлено.

Площадь печеночных долек
Площадь печеночных долек была больше нормы 

в 1,5–2 раза на 2 и 4 сутки после операции. Наибольший 
размер печеночных долек отмечен на 4 сутки после опе-
рации внутри двух исследуемых групп, с последующим 
восстановлением их размеров к 14 суткам (табл. 1). 
Статистически значимых различий между группами 
не было выявлено на всех сроках после операции.

Таким образом, трансплантация аллогенных ММСК 
КМ не влияет на площадь печеночной дольки после ре-
зекции 68 % печени.

обсуждение
Биохимические признаки регенерации печени после 

обширной резекции в эксперименте были показаны ра-
нее [5]. Полученные данные сложно трактовать без мор-
фологического объяснения феноменов, развивающихся 
в печени после резекции и трансплантации аллогенных 

рис. 2. Срез печени крысы на 2 сутки после резекции 70 % печени: А — без применения аллогенных ММСК КМ; 
Б — с применением аллогенных ММСК КМ. * — фигуры митоза. Окраска гематоксилин и эозин. Ув.: ×400

рис. 3. Срез печени крысы на 2 сутки после резекции 70 % печени: А — без применения аллогенных ММСК КМ; 
Б — с применением аллогенных ММСК КМ. Иммуногистохимическая реакция с антителами к PCNA, докраска — гематоксилин 
и эозин. Ув.: ×200

рис. 4. ЯЦС (%) в сравниваемых группах. 
v — статистически значимый результат внутри группы 
при сравнении с нормой (P<0,05). Розовым цветом 
отмечен коридор средних нормальных значений 
(нативный контроль)
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ММСК. Считается, что ММСК могут влиять на восстанов-
ление печени 3 основными путями: 1) замена повреж-
денных и недостающих клеток путем трансдифферен-
цировки в гепатоциты и (или) слияния с гепатоцитами; 
2) синтез ростовых факторов и цитокинов; 3) прямое 
и опосредованное воздействие на Т- и В-лимфоциты, что 
уменьшает степень активности воспалительного ответа 
в поврежденной печени [9].

Остается не изученным в какой мере конкретный ме-
ханизм действия ММСК влияет на полученный резуль-
тат. Данные, касающиеся выживаемости ММСК после 
их трансплантации, разнятся и зависят от пути введения 
клеток, экспериментальной модели и используемого 
метода маркировки клеток [10]. При использовании мо-
дели, аналогичной нашей (резекция 70 % печени и вну-
тривенное введение ММСК крысам), меченые ММСК 
обнаруживали в печени на 3 сутки после операции, они 
составляли 8 % от всех клеток печени [11].

При анализе морфометрических показателей не вы-
явлено статистически значимых отличий между группа-
ми при определении количества митозов, диаметра ядра, 
площади гепатоцитов, ЯЦС и печеночных долек, но вы-
явлены статистические отличия при анализе количества 
PCNA-позитивных гепатоцитов.

Увеличение размеров печеночных долек внутри груп-
пы на 2–3 сутки с последующей нормализацией их раз-
мера отмечали и другие авторы [12]. Увеличение печеноч-
ных долек связывали с гипертрофией печеночных долек, 
в то время как уменьшение в первую очередь с разделе-
нием гипертрофированных долек [12]. Пролиферацию 
гепатоцитов рассматривали в качестве единственного 
механизма увеличения размеров печеночной дольки. 
На наш взгляд, это может также происходить за счет 

гипертрофии гепатоцитов (что подтверждается прове-
денным исследованием, в котором обнаружено увеличе-
ние диаметра ядер гепатоцитов и площади гепатоцитов), 
отека стромы и расширения синусоидов как результата 
увеличения объемного кровотока в условиях снижения 
объема органа, набухания гепатоцитов в результате дис-
трофических изменений. В качестве механизма умень-
шения размеров печеночной дольки возможен апоптоз.

При этом следует отметить, что снижение размеров 
гепатоцитов после их увеличения на 1 сутки происходит 
достаточно быстро, ко 2–4-м суткам — это скорее говорит 
о дистрофических процессах в гепатоцитах с их после-
дующим разрушением, затем к 14-м суткам происходит 
повторное увеличение площади гепатоцитов, что скорее 
можно трактовать как результат гипертрофии гепатоцитов.

Полученные данные наводят на мысль, что аллогенные 
ММСК КМ посредством синтеза ростовых факторов и ци-
токинов способствуют пролиферации гепатоцитов и ин-
гибируют апоптоз, первое подтверждается в в нашей ра-
боте при анализе количества PCNA — позитивных клеток. 
Однако, действия данных факторов не достаточно для ста-
тистически значимого увеличения числа митозов, диаметра 
ядра, площади гепатоцитов, ЯЦС или печеночной дольки. 
Необходимо иметь в виду, что при измерении площади гепа-
тоцитов, ЯЦС, площади долек оценивали изменение микро-
структуры печени после ОРП в двухмерном пространстве. 
При этом необходимо учитывать, что изменения в трехмер-
ном пространстве будут отличаться, так как при вычислении 
данных показателей необходима еще одна переменная — 
высота гепатоцита и печеночной дольки, определение ко-
торых на плоскостных препаратах весьма затруднительно.

Увеличение количества PCNA-позитивных клеток 
на фоне трансплантации ММСК отмечали и другие 

таблица 1. Оценка площади дольки и ЯЦС

Оценка Сутки

Контрольная группа Экспериментальная группа

Р
Медиана

Процентили 
(25 %–75 %)

Медиана
Процентили 
(25 %–75 %)

Площадь 
дольки (%)*

Норма 100 v 60,13–151,86 v 100 v 60,13–151,86 v —

1 121,50 79,05–159,77 110,35 65,40–253,07 0,80

2 177,30 v 101,06–322,70 v 173,02 v 107,95–245,44 v 0,66

4 221,12 v 129,11–430,14 v 223,07 v 131,32–489,79 v 0,50

14 119,79 80,44–239,82 131,79 58,76–225,85 0,50

ЯЦС (%)

Норма 12,84 v 10,44–16,07 v 12,84 v 10,44–16,07 v —

1 18,12 v 14,31–22,33 v 18,04 v 13,72–22,77 v 0,83

2 18,05 v 13,98–23,73 v 17,28 v 12,83–25,88 v 0,84

4 15,53 v 12,31–19,52 v 15,44 v 10,22–20,63 v 0,64

14 13,81 10,33–18,02 12,94 10,79–17,53 0,540

Примечания: * % от площади дольки нормальной печени; v — статистически значимый результат внутри группы 
(между нормой и выбранными сутками) (P<0,05).
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авторы [13, 14]. Как известно, PCNA выполняет роль ко-
фактора ДНК-полимеразы в S-фазе клеточного цикла, не-
смотря на устоявшуюся традицию отождествления выяв-
ление этого маркера в ядре с митозом, в большей степени 
его наличие свидетельствует об активации репарации 
и синтезе ДНК, т. е. процессах, не тождественных митозу.

В доступных источниках не было найдено работ, ка-
сающихся влияния ММСК при ОПН на такие показате-
ли как: число фигур митозов, диаметр ядра, площадь 
гепатоцита, ЯЦС и печеночной дольки. Однако, в дру-
гих работах при оценке регенерации печени данные 
показатели учитывали [5, 15–17]. Редкое применение 
данных показателей связано с трудоемкостью морфо-
метрического исследования.

Таким образом, трансплантация аллогенных ММСК 
КМ не влияет на количество митозов, диаметр ядра, 
площадь гепатоцитов, ЯЦС и размер печеночных долек, 
но увеличивает количество PCNA-положительных гепа-
тоцитов после резекции 68 % печени.

заключение
Трансплантация ММСК КМ после обширной резек-

ции печени посредством синтеза ростовых факторов 
и цитокинов способствуют пролиферации гепатоцитов 
(PCNA позитивных клеток), но не влияет на количество 
митозов, диаметр ядра, гепатоцитов, ЯЦС, площадь пече-
ночной дольки, что говорит об активации молекулярных 
внутриядерных репаративных процессов, которые допу-
стимо рассматривать как реактивные изменения в ответ 
на повреждение и трансплантацию, протекающие по сце-
нарию внутриклеточной репаративной регенерации. Для 
более полного понимания механизмов терапевтического 
действия ММСК при ОПН необходимо проведение до-
полнительных исследований.
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Отечественное высшее медицинское образование пере-
живает сложный период реформ программ обучения, на-
правленных на интеграцию своих специалистов в глобальное 
профессиональное сообщество. Вместе с тем преподавание 
базовых морфологических дисциплин, таких как анатомия че-
ловека и топографическая анатомия с оперативной хирурги-
ей, в большинстве вузов не соответствует основным векторам 
данного процесса.

В представленной статье рассматриваются основные про-
блемы преподавания этих дисциплин и предложены пути их ре-
шения. Для поддержания фонового уровня знаний по анатомии 
человека предложено выделить два блока: «Общая анатомия» 
для первого курса и «Частная анатомия» для четвертого курса. 
Такое разделение комплекса знаний с точки зрения автора об-
легчит освоение основ строения тела студентами младших кур-
сов и мотивирует старшекурсников к более детальному изуче-
нию анатомии в тесной интеграции с клиникой. Преподавание 
топографической анатомии и оперативной хирургии предлага-
ется проводить не только на 3–4 курсах, но и на постдипломном 
этапе обучения, что значительно повысит уровень подготовки 
специалистов отечественной медицины.

ключевые слова: медицинское образование, анатомия, 
топографическая анатомия и оперативная хирургия.

Domestic higher medical education is going through a difficult 
period of reform of its training programs. These reforms are aimed 
at integrating Russian specialists into the global professional 
community. At the same time, the teaching of basic morphological 
disciplines, such as human anatomy and topographic anatomy with 
operative surgery, in most universities does not correspond to the 
main vectors of this process.

In the presented article the main problems of teaching these 
disciplines are examined and ways of their solution are suggested. 
To maintain the background level of knowledge on human anatomy, 
two blocks are proposed: “General Anatomy” for the first year and 
“Special Anatomy” for the fourth year. This from the author's point 
of view makes it easier to learn the basics of body structure by un-
dergraduate students and motivates undergraduates to more de-
tailed study of anatomy in close integration with the clinic. Teaching 
of topographic anatomy and operative surgery is suggested 
to be carried out not only on 3–4 courses, but also on the post-
graduate stage of training, then the level of training of specialists 
in domestic medicine will be higher.

keywords: medical education, anatomy, topographical anato-
my and operative surgery.

Отечественное медицинское образование встретило 
XXI век, преисполненное надежд на интеграцию с запад-
ными школами, что обеспечило бы высокую мобильность 
специалистов и знаний. Для достижения этих целей были 
внесены значительные изменения в Федеральные об-
разовательные стандарты и учебные планы, проведе-
на соответствующая работа на местах. Кафедральным 
коллективам было предписано заняться ежегодной 
разработкой рабочих программ по своим дисциплинам, 
чтобы к выпуску из вуза подготовить высококвалифици-
рованного специалиста с глубокими знаниями по всем 
пройденным предметам. Постулируемый компетентност-
но-ориентированный подход был призван систематизи-
ровать знания студентов и расширить возможности для 
их самообразования как на этапе обучения в вузе, так 
и на рабочих местах после его окончания. Чуда не прои-
зошло. В итоге преподаватели оказались погружены в бу-
мажную работу, а знания студентов едва соответствуют 
удовлетворительному уровню. Особенно ярко это отраз-
илось на освоении студентами анатомии человека — дис-
циплины, являющейся базовой в любом медицинском 
вузе [1]. Без знания этого предмета невозможно осво-
ить никакие клинические дисциплины, сколько бы часов 
на практические занятия для них не отводилось. Данное 
утверждение вроде бы ни у кого не вызывает протеста, 
но при этом мы видим ежегодное сокращение количе-
ства аудиторных часов на изучение анатомии [2]. Вместе 
с тем возрастает объем внеаудиторной, самостоятельной 
работы студентов. Следует понимать, что студент первого 
курса медицинского вуза еще не обладает необходимым 
уровнем таких способностей, как самооценка процессов 

и результатов учебной деятельности, осознание цен-
ности теоретических знаний по базовым дисциплинам 
в последующей практической деятельности [3]. Эта си-
стема способностей складывается постепенно во вре-
мя обучения и начинает проявляться только к старшим 
курсам. Соответственно, опираться на самодисциплину 
студента-первокурсника ошибочно, и это ведет к неиз-
бежному росту уровня академической задолженности 
и отчислению. Также снижению уровня знаний студентов 
во многом способствует излишняя либерализация учеб-
ного процесса, проявляющаяся в многократных пере-
сдачах контрольных занятий, многочисленных отработ-
ках. Многие из тех студентов, кто путем «вызубривания» 
материала проходят через контрольные мероприятия 
кафедр анатомии, на последующих курсах не могут дать 
внятного ответа на вопросы преподавателей клиниче-
ских дисциплин о строении того или иного органа, что 
вызывает недовольство работой коллег базовых кафедр 
со стороны клиницистов. Преподавателей-клиницистов 
можно понять: им приходится пробираться через мрак 
анатомического невежества студентов, неэффективно 
используя лимит аудиторных часов своей дисциплины. 
Как следствие — в клиники приходят малообразованные 
специалисты. К сожалению, это не фантазии, а свершив-
шейся факт. Следует подчеркнуть, что отставание наше-
го медицинского образования от западного не в техниче-
ском оснащении, но в сложившейся системе мышления. 
Можно купить любую технику, но специалистов нужно 
готовить своих. Необходимо помнить, что сегодняшний 
студент — это будущий преподаватель. В публикациях по-
следних лет можно найти немало статей, авторы которых 
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обеспокоены общим уровнем подготовки студентов 
медицинских вузов: отмечается явная тенденция к сни-
жению общекультурного уровня знаний абитуриентов, 
самодисциплины и способности адаптироваться к освое-
нию большого объема устного материала. Этот сложный 
и в высшей степени ненадежный «строительный матери-
ал» поступает на кафедры анатомии, где за неполные два 
года он должен обрести форму и содержание, соответ-
ствующие требованиям, предъявляемым к современным 
специалистам медицинского профиля. Следует подчер-
кнуть, что в сложившейся системе обучения полученных 
знаний по анатомии студенту должно хватить на все по-
следующие годы. Почему же этого не наблюдается?

Причины
Можно бесконечно жаловаться на неподготовлен-

ность современных студентов к обучению, но вряд 
ли только в этом основная проблема. Скорее всего, 
причина скрыта в дисбалансе между особенностями 
современных абитуриентов-студентов и процессом ме-
дицинского образования в целом. Безусловно, россий-
ской медицинской школе есть чем гордиться. Не будем 
перечислять всех заслуг отечественных ученых-клини-
цистов и фундаменталистов — речь не об этом. Сегодня 
состояние медицинского образования в стране можно 
охарактеризовать одним словом — застой. И былые за-
слуги не способствуют движению вперед, если то и дело 
на них оглядываться. В 1927 г. выдающийся отечествен-
ный хирург из Военно-медицинской академии Сергей 
Петрович Федоров в статье «Хирургия на распутье» вы-
разил свою обеспокоенность состоянием современной 
хирургической науки: «Вот стоит она, связанная по рукам 
и ногам, на старых основах, обремененная ложными пу-
тями и упрямством идущих по ним, темпераментом и лег-
комыслием ее молодых адептов, неумением, может быть, 
зрелого поколения ввести в русло этот молодой поток 
и сотнями тысяч пудов печатной бумаги. Да, стоит она, 
как древний русский витязь на перекрестке дорог и огля-
дывается на свое блестящее прошлое...» [4]. Эта мысль 
в полной мере может быть применена к любой дисципли-
не, в том числе и к анатомии. Наша наука в формирова-
нии врача занимает особое место: без хороших знаний 
о строении тела врач не может считаться квалифици-
рованным специалистом. Академик В.Н. Тонков1 писал: 
«анатомия вполне может обойтись без хирургии, хирур-
гия не может обойтись без анатомии» [5]. К сожалению, 
распространено мнение, что анатомия является статич-
ной наукой и ничего нового в ней быть не может: все из-
вестно о строении тела и человек не изменяется. То есть 
анатомия — своеобразный букварь медика, который сле-
дует просто вызубрить. Это устоявшееся заблуждение 
привело к тому, что сами анатомы остановились в сво-
ем развитии, превратившись в своеобразных учителей 
начальной школы, опирающихся в своей повседневной 
работе на учебную литературу начала-середины ХХ сто-
летия. Современные учебные издания по анатомии прак-
тически полностью копируют предшествующих авторов, 
часто повторяя их ошибки и заблуждения. Предвижу, что 
данное утверждение вызовет много протестов в среде 
коллег, но считаю его правильным.

Особое место в работе кафедр анатомии занимает 
работа с биологическим материалом. Не требует дока-
зательств тезис, что никакой другой вариант обучения 

1  Профессор кафедры нормальной анатомии Военно-
медицинской академии (1915–1950), Президент Военно-
медицинской академии (1917–1925), Начальник факуль-
тета подготовки старших врачей полков (1942–1947)

врача не может заменить препарирование трупного ма-
териала. Знания, которые получает студент в процессе 
препарирования, самым надежным образом сохраняют-
ся в его памяти [3, 6]. В последние десятилетия мы стол-
кнулись с серьёзными проблемами в этом направлении. 
Чтобы компенсировать отсутствие натуральных ана-
томических препаратов был сделан вынужденный шаг 
в сторону муляжей, учебных карт, виртуальных демон-
страций. Таким образом, знания анатомии человека у со-
временных студентов соответствуют классическим иллю-
страциям в атласах, но не реальному телу. Хронические 
проблемы с обеспечением кафедр трупным материалом 
соседствуют с кардинальными изменениями в штатном 
расписании. Были сокращены ставки учебно-вспомога-
тельного персонала в среднем до одной единицы лабо-
ранта на кафедру, полностью уничтожен институт пре-
параторов. Обязанности препараторов фактически были 
возложены на профессорско-преподавательский состав. 
Все это вкупе с выраженной бюрократизацией учебного 
процесса во многом способствует снижению качества 
обучения студентов на кафедрах анатомии, что выража-
ется в регрессе накопления фундаментальных знаний 
студентами медицинских вузов и факультетов.

что делать?
Извечный вопрос, заданный русским философом 

Н.Г. Чернышевским в 1862 году не дает покоя и в среде 
преподавателей анатомии ХХI века. В первую очередь 
следует прекратить реформирование учебного про-
цесса. Проводимые реформы зачастую носят не более 
чем декларативный характер и не затрагивают суще-
ственные стороны содержания и обеспечения препода-
вательской деятельности. Базы кафедр морфологиче-
ского профиля остаются на уровне конца XX столетия, 
наблюдается рост числа студентов и сокращение штат-
ных единиц преподавателей. В таких условиях движение 
вперед невозможно. Фундаментальная медицинская 
анатомия должна сопровождать клинические достиже-
ния. Таким образом, морфологическим дисциплинам 
нужны не реформы, со всеми проявлениями русско-
го катастрофизма, но постепенная эволюция в соот-
ветствии с современным состоянием клиники. Сейчас 
часто можно слышать мнение, что анатомия человека, 
как дисциплина, должна быть интегрирована в клини-
ку. Это не верно. Студенту первых трех курсов сложно 
адекватно воспринимать и интерпретировать клиниче-
скую информацию без должной теоретической базы. 
Поэтому более целесообразно интегрировать клинику 
в анатомию. Как вариант решения проблемы может 
быть изменение учебного плана в преподавании анато-
мии человека. В настоящее время изучение анатомии 
на лечебном факультете проводится в трех первых се-
местрах. На освоение дисциплины в среднем учебным 
планом предусмотрено 360 часов, из них 216 часов 
контактных. Соответственно в каждом из трех семе-
стров выделено 72 часа на аудиторную работу. Можно 
рассмотреть вариант изменения плана аудиторных за-
нятий на факультете и выделить два блока в преподава-
нии анатомии. Первый блок — «Общая анатомия» будет 
занимать первый год обучения и составит 144 часа. 
В процессе выполнения данного блока студенты будут 
осваивать общие принципы строения тела человека 
по соответствующим системам от костной до нервной, 
без излишней детализации. По завершении второго се-
местра должна быть предусмотрена итоговая аттеста-
ция в виде экзамена. Высвободившиеся таким образом 
72 часа следует перенести на четвертый курс и пред-
ставить в виде цикловых занятий по частной анатомии 
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(второй блок). В этом случае студенты будут мотивиро-
ваны к детальному изучению строения отдельных ор-
ганов, так как у них уже будет накоплен необходимый 
уровень базовых знаний по клиническим дисциплинам. 
Учебный план по частной анатомии следует координи-
ровать с требованиями клинических дисциплин, таких, 
как неврология и нейрохирургия, оториноларингология, 
офтальмология, факультетская терапия и хирургия. 
Такое распределение позволит не только более полно 
овладеть знаниями, но и высвободит часы, отводимые 
на изучение анатомии в соответствующих клинических 
дисциплинах. Изучение частных моментов анатомии че-
ловека требует от студентов значительных усилий, и для 
того, чтобы противостоять естественному нежеланию 
обучающихся углублять свои знания о строении тела 
человека, следует предусмотреть зачет в конце цикла. 
Без успешной аттестации по частной анатомии студент 
не должен быть допущен до сдачи экзамена по клиниче-
ской дисциплине. Такой вариант учебного плана, не из-
меняя предусмотренное образовательным стандартом 
количество часов на дисциплину, позволит поддержи-
вать знания анатомии студентами на протяжении че-
тырех курсов обучения в университете и выживаемость 
базовых знаний определенно повысится. Кроме того, та-
кой вариант обеспечит интеграцию базовых и клиниче-
ских кафедр, что также благотворно скажется на уровне 
знаний преподавателей.

Отдельно следует упомянуть о топографической 
анатомии и оперативной хирургии — дисциплине, пред-
ставляющей собой своеобразную пропедевтику хирур-
гии. Так как данная дисциплина изначально задумыва-
лась ее создателем профессором Военно-медицинской 
академии Н.И. Пироговым как база для объяснения 
морфофункциональных причин возникновения ряда 
патологических состояний и разработки рациональных 
хирургических доступов и приемов для их устранения, 
она не должна отождествляться только с анатомией. 
С одной стороны, данная дисциплина готовит студентов 
к клиническим дисциплинам, обобщая и систематизи-
руя сведения об анатомии отдельных органов и систем, 
с другой — дает необходимые знания для понимания 
современных способов хирургических вмешательств 
на отдельных органах человека и диагностических ме-
тодов прижизненных исследований (магнитно-резо-
нансная и компьютерная томография, ультразвуковое 
сканирование и проч.). Соответственно, будет целесо-
образно преподавать эту дисциплину как студентам, 
так и ординаторам. Для успешного выполнения данной 
задачи кафедры топографической анатомии и опера-
тивной хирургии должны быть в непрерывном контакте 
с кафедрами клинических дисциплин, что требует, как 

постоянного повышения квалификации профессорско-
преподавательского состава, так и оснащения учебно-
го процесса [7, 8]. В настоящее время есть примеры 
успешной работы преподавателей топографической 
анатомии и оперативной хирургии на постдипломном 
этапе. Так, в ГБОУ ВПО «Оренбургская государствен-
ная медицинская академия» Минздрава России успеш-
но проводятся занятия по топографической анатомии 
и оперативной хирургии с ординаторами по специаль-
ности «Офтальмология». Углубленное изучение топо-
графической анатомии области глазницы и отработка 
основных практических навыков на трупном материале 
обусловлено сложностью топографии органа зрения. 
Использования виртуальных тренажеров в данной об-
ласти практически невозможно [9]. В некоторых слу-
чаях фиксированный трупный материал может быть 
заменен на натуральные препараты соответствующих 
областей тела. Так, уже существуют методики отработ-
ки практических навыков зондирования в оторинола-
рингологии на полимерно-бальзамированных препа-
ратах [10]. Таким образом можно подготовить любую 
область тела в соответствии с тем или иным направле-
нием подготовки: грудь, живот, таз и т. д.

Применение современных способов преподавания 
топографической анатомии и оперативной хирургии 
на постдипломном этапе обучения специалистов (про-
фессиональной подготовки, повышении квалификации 
и переподготовки) будет способствовать формированию 
пространственного представления о взаимоотношениях 
анатомических структур, что значительно повысит уро-
вень подготовки специалистов отечественной медици-
ны. Конечно, на первом этапе оснащение кафедр соот-
ветствующими наглядными пособиями и оборудованием 
будет сопряжено с немалыми материальными вложени-
ями, но последующие текущие затраты будут минималь-
ны, а практическая польза очевидна.

Резюмируя все вышесказанное можно отметить, 
что базовые морфологические дисциплины в совре-
менном медицинском образовании должны находиться 
в постоянном взаимодействии с клиникой, а не оста-
ваться сугубой преференцией студентов первых курсов 
медицинских вузов.
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Правила представления рукописей: для опубли-
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Кроме того, все работы могут быть посланы по элек-

тронной почте, по адресу: redaktor@celltranspl.ru.
все страницы, кроме титульного листа, должны быть 

пронумерованы (вверху в центре). рукописи, оформле-
ние которых не соответствует «Правилам для авторов», 
могут быть отклонены редакцией. Материалы, уже 
опубликованные в других изданиях, или находящиеся 
на рассмотрении в других редакциях, будут отклонены 
редколлегией журнала.

Титульный лист: На титульном листе должны быть 
указаны фамилии и инициалы всех авторов, название 
статьи, место работы (наименование кафедры или 
лаборатории и учреждения, где выполнена работа), 
5–10 ключевых слов. оригинальные исследования 
должны быть завизированы руководителем учрежде-
ния, где выполнена работа.

Резюме: все статьи должны содержать резюме 
на русском и английском языках объемом не более 
250 слов (редколлегия имеет право сокращать резю-
ме, превышающие указанный объем). в резюме долж-
ны быть изложены цели исследования, основные про-
цедуры (отбор объектов изучения или лабораторных 
животных, методы наблюдения или аналитические 
методы), основные результаты (по возможности, кон-
кретные данные и их статистическая значимость) и ос-
новные выводы.

Текст: текст необходимо печатать в редакторе 
Word на бумаге формата а4, шрифтом Times New 
Roman, 14 размера, без переносов. все страни-
цы должны быть пронумерованы вверху в центре. 
Материал и методы исследования должны быть опи-
саны детально с точным указанием использован-
ных реактивов, фирмы изготовителя и страны. Если 
в статье имеется описание наблюдений на человеке, 
не следует использовать фамилии, инициалы больных 
или номера историй болезни, особенно на рисунках 
и фотографиях. Кроме того, в таких статьях необходи-
мо указывать, подписывал ли больной информирован-
ное согласие, есть ли одобрение этического комитета 

и ученого совета учреждения, где данное исследова-
ние было выполнено. Статьи, не содержащие этой ин-
формации, будут отклонены редакцией.

При изложении экспериментов на животных следует 
указать, соответствовало ли содержание и использова-
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реждении, рекомендациям национального совета и на-
циональным законам.

Последняя страница: На последней странице надо 
поставить подписи всех авторов, указать полностью 
их фамилии, имена, отчества, ученую степень, а также 
почтовый адрес, телефон/факс, электронный адрес ав-
тора, с которым следует вести переписку.

Иллюстрации: Журнал принимает в качестве ил-
люстраций оригинальные схемы, фотографии, микро-
фотографии и графики. все рисунки и графики долж-
ны быть присланы отдельными файлами в формате tiff 
с первоначальным разрешением 300 dpi, линейным 
размером по ширине не менее 7 см. обозначения допу-
скаются только в распечатанном варианте или в копиях 
рисунков. Графики должны быть выдержаны в серо-зе-
леной гамме. За качество воспроизведения несоответ-
ствующих требованиям иллюстраций редакция ответ-
ственности не несет, либо они исключаются.

БИБЛИОГРАФИЧЕСКИЕ ССЫЛКИ

Библиографические ссылки в тексте: все ссыл-
ки должны быть процитированы в тексте и пронуме-
рованы последовательно, в порядке их первого упо-
минания в тексте, арабскими цифрами в квадратных 
скобках, в соответствии со списком литературы, дан-
ным в конце статьи.

Список литературы: при цитировании необхо-
димо использовать номенклатуру названий жур-
налов, рекомендованную Index Medicus в формате 
NLM — список названий может быть получен в NLM 
(http://www.nlm.nih.gov). Цитирование по системе ав-
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и за правильность цитирования в тексте.
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Kaplan S.J. Post-hospital home health care: the el-

derly’s access and utilization [dissertation]. St. Louis (MO): 
Washington Univ.; 1995.

Патент:
Larsen C.E., Trip R., Johnson C.R., inventors; No-voste 
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Leshner A.I. Molecular mechanisms of cocaine addic-
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РАЗМЕР РУКОПИСИ

Обзорные статьи:
не более 30 страниц машинописного текста.
Оригинальные исследования:
не более 15 страниц машинописного текста.
Исторические статьи:
не более 15 страниц машинописного текста.

ПОДГОТОВКА СТАТЬИ К ПУБЛИКАЦИИ

редакция имеет право вести переговоры с авторами 
по уточнению, изменению или сокращению рукописи. все 
присланные материалы по усмотрению редколлегии на-
правляются для рецензирования членам редакционного 
совета или экспертам-консультантам в данной области. 
Принятые статьи публикуются бесплатно. рукописи и от-
тиски статей авторам не высылаются. редакция оставля-
ет за собой право вносить в текст рукописей, принятых 
к опубликованию, терминологические, стилистические 
и грамматические правки, изменять количество и кор-
ректировать иллюстрации и таблицы. После опублико-
вания в журнале «Гены & клетки» материалы могут быть 
размещены на сайте http://www.celltranspl.ru.

Редакция журнала в обязательном порядке за-
ключает с авторами договор о передаче авторских 
прав. Образец договора находится на сайте журнала.
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JOURNAL STRUCTURE
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«Original Research», «Discussion and Theoretical Back-
ground», «Stem cells business», «Editorial's», «History».

GENERAL INSTRUCTIONS

Submission: Contributions to any aspect the jour-
nal covers that meet the requirements are accepted for 
publication.

Manuscripts must be sent to 119991 Moscow, Gubkina 
st. b. 3–2.

Tel. +7 (495) 646-80-76 in two copies and on disc, 
1.5 line spaced with 3-cm left, 1-cm right and 2,5-cm top/
bottom margins.

Besides, manuscripts except the original research may 
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Пао «иСКЧ» (институт Стволовых Клеток Человека) — российская многопрофильная биотехнологическая 
компания, основанная в 2003 году.

Направления деятельности иСКЧ — научные исследования, разработка, а также коммерциализация 
и дальнейшее продвижение на рынке собственных инновационных лекарственных препаратов и высоко-
технологичных медицинских услуг.

Компания ставит целью формирование новой культуры медицинской заботы о человеке — развитие 
здраво охранения в области персонализированной и профилактической медицины.

иСКЧ принадлежит банк персонального хранения 
стволовых клеток пуповинной крови Гемабанк® — 
крупнейший в рФ и СНГ, а также банк репродуктив-
ных клеток человека — репробанк® (персональное 
хра- нениеидонация).

Компания вывела на рынок первый российский ген-
нотерапевтический препарат для лечения ишемии 
нижних конечностей атеросклеротического генеза — 
Неоваскулген®, а также инновационную медицинскую 
технологию применения дермальных аутофибробла-
стов для восстановления кожи с признаками возраст-
ных и иных структурных изменений — SPRS- терапия®.

иСКЧ реализует социально-значимый проект 
по развитию лаборатории и сети медико-гене-
тических цент ров Genetico® для предоставления 

услуг гене тической диагностики и консультирова-
ния с целью раннего выявления и профилактики 
наследственных заболеваний, а также патологий 
с генетической составляющей (включая преимплан-
тационную генети ческую диагностику, неинвазив-
ное пренатальное тестирование, а также сервисы 
в области онкогенетики и биоинформатики на осно-
ве NGS /расшифровка генома человека и его ин-
терпретация, диагности ческие панели на отдельные 
категории и случаи заболеваний).

Компания развивает свои продукты и услуги как 
на российском,так и на международном рынке.

иСКЧ — первая публичная биотехнологическая ком-
пания в россии, эмитент сектора рии Московской 
Биржи (тикер: ISKJ).

Проекты ИСКЧ охватывают следующие сегменты современных биомедицинских технологий:

генная терапия регенеративная 
медицина (клеточные 
сервисы и препараты, 

тканеинженерные 
продукты)

медицинская генетика, 
в т. ч. репродуктивная 

(генетическая 
диагностика 

и консультирование)

биострахование биофармацевтика 
(в рамках 

международного 
проекта «СинБио»)
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