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Аннотация
В статье представлены материалы лекции о механизмах регенерации из учебного посо-
бия «Лекции по регенеративной медицине». Рассмотрен пример эпиморфной регенера-
ции у млекопитающих — клеточные механизмы восстановления тканей кончика пальца 
после ампутации. Эта модель является актуальным объектом исследований, посколь-
ку позволяет изучать механизмы как формирования специализированной временной 
структуры бластемы, так и  последующего морфогенеза, который завершается полно-
ценным восстановлением всех ампутированных тканей.
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Abstract
The article presents lecture materials on regeneration mechanisms from the textbook “Lec-
tures on Regenerative Medicine”. An example of epimorphic regeneration in mammals is con-
sidered — the cellular mechanisms of tissue restoration of the fingertip after amputation. This 
model is a relevant object of research, since it allows us to study the mechanisms of both the 
formation of a specialized temporary structure of the blastema and subsequent morphogenesis, 
which ends with the full restoration of all amputated tissues.
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Полноценное восстановление кончика пальца 
у  млекопитающих после травмы или ампута-
ции  — одна из наиболее интригующих загадок 
феномена регенерации. Исторически регене-
рация конечностей у  позвоночных изучалась 
на животных, демонстрирующих повышенные 
регенеративные способности: на амфибиях и не-
которых видах рыб. Огромный вклад в изучение 
регенерации амфибий внесли наши отечест-
венные ученые  — Л.В. Полежаев, Л.Д.  Лиознер 
и  другие. Эти исследования заложили основы 
для дальнейшего изучения регенерации у млеко-
питающих, так как в целом процессы, описанные 
для низших в филогенетическом аспекте классов 
и видов, в значительной части схожи с таковыми 
у представителей более сложно организованных 
таксонов. Однако для регенеративной биомеди-
цины наиболее актуальными являются исследо-
вания эпиморфной регенерации у млекопитаю-
щих, так как в  этом случае возможно провести 
прямые параллели с регенерацией у человека.

Регенерирующий палец домовой мыши (Mus 
musculus) является основной экспериментальной 

моделью для выяснения фундаментальных ме-
ханизмов регенерации у млекопитающих  [1, 2]. 
Кончик пальца мыши восстанавливается 
как у новорожденных мышей, так и у взрослых 
особей. Регенеративно компетентная область 
представлена дистальным третьим фаланго-
вым элементом (P3)  — структурно уникальной 
костью, которая имеет форму уплощенного ко-
нуса с широкой базальной частью, содержащей 
полость костного мозга, и  сужающимся ди-
стальным концом (рис. 1). Кость P3  отделена 
от эпидермиса ногтя тонким слоем рыхлой со-
единительной ткани, состоящей из фибробла-
стов и характеризующейся высокой плотностью 
сосудов и  нервов. Второй фаланговый элемент 
(P2) сочленяется с  основанием P3, образуя су-
став P2/P3. Ампутация, линия которой проходит 
через дистальную половину P3, инициирует ре-
генеративный ответ, в то время как ампутация 
проксимальнее ногтевого ложа приводит к  ра-
нозаживлению без эпиморфной регенерации, 
то есть к фиброзированию с образованием руб-
ца (рис. 1). Эти данные указывают на то, что ног-
тевое ложе, расположенное в дистальной части 
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элемента Р3, необходимо для инициации реге-
нерации [3].

В первые часы после ампутации фаланги паль-
ца в зоне образовавшейся раны происходит бы-
стрый каскад последовательных и  взаимосвя-
занных событий. После остановки кровотечения 
начинается формирование специализирован-
ного раневого эпидермиса, идущее параллельно 
с острой воспалительной реакцией и привлече-
нием иммунокомпетентных клеток в  зону по-
ражения. Миграция макрофагов и натуральных 
киллеров в  зону повреждения обусловливает 
высокую гистолитическую активность и  реор-
ганизацию внеклеточного матрикса (ВКМ) в ней. 
Эти события обеспечивают условия для нако-
пления клеток под эпидермисом раны и  фор-
мирования бластемы — уникальной структуры, 
присущей эпиморфной регенерации.

В отличие от некоторых других моделей реге-
нерации, рана после ампутации пальца не под-
вергается быстрой эпителизации. Вместо этого 
эпидермис первоначально заживает на боковых 
участках культи, окружая ее, и инициирует ги-
столитическую фазу, для которой характерна 
повышенная активность остеокластов, вызы-
вающая прогрессирующую деградацию культи 
кости. Эта фаза совпадает по времени с острой 
воспалительной реакцией и привлечением кле-
ток моноцитарно/макрофагальной линии  [4]. 

Таким образом, происходит так называемая 
вторичная ампутация с  деградацией и  после-
дующей секвестрацией части культи в виде от-
деляющегося фрагмента. При этом открывается 
полость костного мозга, что, по-видимому, по-
зволяет клеткам-предшественникам стромы 
костного мозга, включая мезенхимальные ство-
ловые клетки, мигрировать в область формиру-
ющейся бластемы.

После вторичной ампутации клетки эпидер-
миса мигрируют в  область над деградирован-
ной костью и формируют специализированный 
раневой эпидермис, который морфологически 
отличается от многослойного эпителия, типич-
ного для нормального эпителия кожи. Посколь-
ку восстановление зрелой базальной мембра-
ны под таким эпидермисом задерживается, ее 
отсутствие является индикатором специали-
зированного раневого эпидермиса. Такой эпи-
дермис отличается и  от зрелого эпидермиса, 
расположенного проксимальнее повреждения, 
и от неоэпидермиса, покрывающего рану в слу-
чае ампутации проксимальнее регенератив-
но-компетентной области (на уровне второй 
фаланги). Экспериментально показано, что спе-
циализированный эпидермис раны необходим 
для направления роста формирующейся бла-
стемы, поддержания клеточной пролиферации 
и  предотвращения преждевременной диффе-
ренцировки клеток в ее составе. В исследовани-
ях, в  которых экспериментально удалялся ра-
невой эпидермис, регенерация задерживалась 
до тех пор, пока не происходила эпителиза-
ция  [5]. Таким образом, специализированный 
раневой эпидермис необходим для успешной 
регенерации и  может считаться составной ча-
стью бластемы.

Гистолитические процессы затрагивают не толь - 
ко культю кости, но и все ткани, прилегающие 
к  раневому эпидермису. Они также подверга-
ются гистолизу и  теряют типичную для них 
организацию в  результате ферментативной 
деградации ВКМ. Деградация ВКМ достигается 
кислыми гидролазами и  матриксными метал-
лопротеиназами (ММП). Основным источником 
ММП различных типов являются привлеченные 
в  зону воспаления макрофаги. Важность ММП 
для гистолиза и  важность гистолиза для успе-
ха регенерации была показана в экспериментах 
с  использованием ингибиторов ММП, воздей-
ствие которых блокировало образование блас-
темы.

Рис. 1. Схема сагиттальных срезов кончиков пальцев 
человека и мыши. Пунктирная линия отграничивает об-
ласть дистальной фаланги, ампутация в пределах кото-
рой приводит к эпиморфной регенерации
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По мере гистолиза культи кости и  мягких тка-
ней происходит высвобождение фибробластов, 
шванновских клеток периферических нервов 
и  миобластов, которые частично утрачивают 
свои фенотипические характеристики, претер-
певая так называемую дедифференцировку  [6]. 
Под последней понимают переход из дифферен-
цированного состояния в менее зрелое посред-
ством ядерного перепрограммирования с утра-
той специализированных структур и функций.

Механизмы дедифференцировки представляют 
собой сложный и на сегодняшний день недоста-
точно изученный процесс, включающий эпигене-
тическое перепрограммирование. Оно подавляет 
транскрипцию генов дифференцировки, активи-
руя при этом транскрипцию генов, связанных со 
стволовостью. Ингибирование этих транскрип-
ционных изменений актиномицином D не влия-
ет на гистолиз, но предотвращает или замедля-
ет дедифференцировку, приводя к  нарушению 
и/или задержке регенерации. Интересно, что де-
дифференцированные клетки продуцируют спе-
цифический по составу ВКМ, в котором снижено 
содержание коллагена 1-го  типа, а  содержание 
коллагена 3-го  типа, фибронектина, тенасцина 
и гиалуроната, напротив, повышено.

Воздействие протеаз нарушает контакты между 
молекулами ВКМ и  интегриновыми рецептора-
ми клеток, что приводит к  изменению формы 
клеток и реорганизации актинового цитоскеле-
та с параллельной активацией эпигенетического 
перепрограммирования. Среди генов, обуслов-
ливающих дедифференцированное состояние, 
внимания заслуживают активируемые во время 
формирования бластемы, это Msx, Nrad, Rfrng 
и Notch и другие.

Таким образом, после ампутации дисталь-
ной части третьей фаланги пальца происходит 
остановка кровотечения, привлечение иммуно-
компетентных клеток, формирование ранево-
го эпидермиса, гистолиз тканей с  деградацией 
ВКМ, вторичная ампутация, локальная дедиф-
ференцировка клеток, а  также их миграция 
и пролиферация. Все эти события предшеству-
ют образованию бластемы как таковой, увели-
чению ее объема и последующему морфогенезу.

Одним из фундаментальных вопросов, связан-
ных с регенеративным ответом, является опре-
деление источника и  дифференцировочного 
потенциала клеток-предшественников, кото-

рые формируют бластему и  дают начало реге-
нерирующим тканям. Исторически считалось, 
что бластема представляет собой совокупность 
способных к  пролиферации, гомогенных и  по 
умолчанию плюрипотентных клеток, что было 
основано на изучении морфологии клеток ре-
генерирующей конечности тритона. Однако 
недавние исследования регенерации кончика 
пальца мыши с  использованием отслеживания 
происхождения, миграции и  судьбы клеток 
с помощью специфических трансгенных марке-
ров (genetic tracing), а также транскриптомного 
анализа одиночных клеток бластемы показали, 
что эта структура состоит из множества клеток, 
которые имеют гетерогенное происхождение. 
Так, среди клеток бластемы были обнаружены 
клетки, несущие специфические маркеры эн-
дотелиальных, гладкомышечных клеток, пе-
рицитов, шванновских клеток, клеток макро-
фагальной/моноцитарной линии, лимфоцитов, 
преостеокластов, а также различных типов ме-
зенхимальных клеток, включая остеобласты [7, 
8]. Хотя этот список типов клеток и маркеров до-
статочно обширен, оказалось, что 80–85% кле-
ток бластемы представлено мезенхимальными 
клетками, несущими рецептор фактора роста 
тромбоцитов альфа (PDGFR-α) (рис. 2).

Рис. 2. Регенерация кончика пальца мыши посредством 
формирования бластемы. ДПА — дни после ампутации
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Являются ли клетки бластемы плюрипотентны-
ми по своей природе или существуют ограни-
чения их дифференцировочного потенциала, 
то есть «помнят» ли клетки бластемы свое про-
исхождение и дифференцируются ли только в те 
типы клеток, из которых они произошли? Пре-
дыдущие исследования на мышах по отслежи-
ванию генетических маркеров с использованием 
экспрессии репортеров, специфичных для опре-
деленного типа клеток, показали, что часть 
клеток бластемы имеет ограниченный потен-
циал для дифференцировки. Так, дедифферен-
цированные эпидермальные клетки дают начало 
только эпидермису, в то время как дедифферен-
цированные эндотелиальные клетки способ-
ны быть источником только зрелого эндотелия 
кровеносных сосудов, тем самым сохраняя при-
верженность своему изначальному дифферону. 
Подобные исследования демонстрируют, что да-
леко не все клетки бластемы млекопитающих яв-
ляются плюрипотентными, как изначально по-
лагали. Более вероятно, что плюрипотентные 
клетки составляют относительное меньшинство 
в бластеме, а большая ее часть представлена уни-
потентными клетками.

К настоящему времени у млекопитающих опре-
делены три источника клеток, составляющих 
бластему. Во-первых, это тканевые резидентные 
стволовые клетки. Во-вторых, клетки бластемы 
могут возникать вследствие дедифференциров-
ки — т.е. реверсии дифференцированного состо-
яния с  образованием делящейся клетки, кото-
рая выступает в роли клетки-предшественника. 
Третьим источником составляющих бластему 
клеток являются рекрутированные из кровото-
ка иммунокомпетентные клетки. Однако вопрос 
о  том, какие именно клетки непосредственно 
станут источником регенерирующих тканей, 
а  какие необходимы для создания локального 
микроокружения за счет продукции сигнальных 
факторов, пока остается не до конца изученным.

Созревание бластемы характеризуется началом 
остеогенной дифференцировки, которое про-
грессирует от проксимального до дистального 
отделов. При этом новая кость образуется путем 
прямой оссификации. В этом заключается основное 
отличие регенерации кости от ее формирования 
в онтогенезе, где происходит непрямая оссифика-
ция через стадию хряща. Это важно упомянуть 
в  связи с  тем обстоятельством, что исследова-
тели часто пытаются провести параллели меж-
ду эмбриогенезом и регенерацией. Однако, хотя 

некоторые механизмы, очевидно, схожи, пример 
образования кости показывает, что в случае ре-
генерации, а  также при восстановлении после 
травм образование новой кости идет по «взро-
слому», а не «эмбриональному» сценарию [9].

Регенерация кости происходит быстро, когда 
остеобласты формируют временную структу-
ру — остеоид, который впоследствии превраща-
ется в  костный матрикс, образуя ткань кости. 
Эта замещающая остеоид кость характеризу-
ется многочисленными трабекулярными про-
странствами, которые позволяют отличить ее 
от культи. Однако со временем плотность кости 
увеличивается, а  трабекулярные пространства 
становятся меньше. Несмотря на это ремоде-
лирование, кость регенерированного кончика 
пальца имеет существенные гистологические 
отличия от нативной [10]. Наряду с формирова-
нием кости рыхлая соединительная ткань дермы 
и сосудистая сеть также регенерируют, что, в ко-
нечном итоге, приводит к восстановлению мор-
фологии кончика пальца. Отмечается, что этот 
процесс полностью завершается к 4–5-й неделе 
после ампутации. В  некоторых исследованиях 
отмечено, что у новорожденных мышей процесс 
эпиморфной регенерации завершается значи-
тельно быстрее, уже через 2–3 недели.

Таким образом, эпиморфная регенерация ди-
стальной фаланги пальца, начиная с  самого 
раннего этапа образования раневого эпидер-
миса, формирования и  созревания бластемы 
до финальной дифференцировки и  морфогене-
за, представляет собой череду взаимосвязанных 
процессов. Зададимся вопросом: какие сигналь-
ные пути участвуют в координации и регуляции 
этого многоэтапного и сложного события?

Учитывая, что при ампутации проксимальнее 
ногтевого ложа не происходит регенеративного 
ответа, можно предположить, что мезенхима 
ногтевого ложа является источником PDGFR-α-
экспрессирующих клеток, которые уже пребы-
вают в «праймированном», заранее индуциро-
ванном состоянии, и  именно они инициируют 
закладку бластемы и вносят непосредственный 
вклад в  ее формирование. Однако недавние 
исследования показали, что ногтевое ложе яв-
ляется скорее сигнальным центром, продуци-
рующим совокупность регуляторных молекул 
преимущественно белковой и  пептидной при-
роды. В  ряде исследований показано, что ак-
тивность канонического пути Wnt необходима 
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для дифференцировки стволовых клеток ногтя 
как в  нормальных условиях, так и  при регене-
рации после ампутации. Активация WNT необ-
ходима для экспрессии клетками бластемы FGF, 
BMP и  других ростовых факторов, пролифера-
ции этих и последующей иннервации бластемы. 
Показано, что LGR6 — агонист сигнального пути 
WNT — ускоряет регенерацию. В экспериментах 
по трансплантации фрагментов ногтевого ложа 
в  нерегенерирующий ампутированный палец 
мыши (например, при операциях проксималь-
нее ногтевого ложа) наблюдалось эктопическое 
формирование кости вместо обычного в  таких 
случаях фиброзного рубца.

Раневой эпидермис также может служить источ-
ником факторов, необходимых для формирова-
ния и созревания бластемы. Так, у амфибий было 
многократно показано, что формирование апи-
кальной эктодермальной шапочки имеет крити-
ческое влияние на регенерацию конечности. По-
этому логично было предположить, что раневой 
эпидермис у  млекопитающих играет не менее 
важную роль. Так, например, в недавних исследо-
ваниях было показано, что фактор роста стромы 
(stromal derived factor 1-alfa, SDF-1α) экспрессиру-
ется клетками раневого эпидермиса, а в бластеме 
экспрессируются оба рецептора к этому фактору. 
Под влиянием антагониста этих рецепторов фор-
мирование бластемы нарушается и  подавляется 
восстановление кости. Напротив, при эктопиче-
ском внесении SDF-1α после ампутации по регене-
ративно некомпетентной области (проксимальнее 
ногтевого ложа) были отмечены признаки ча-
стичного регенеративного ответа. Исследования 
влияния раневого эпидермиса на формирование 
бластемы продолжаются и, скорее всего, приве-
дут к  расширению списка сигнальных молекул, 
необходимых и, возможно, достаточных для ак-
тивации направленной регенерации пальца.

Есть еще один ключевой фактор, который оказы-
вает регулирующее воздействие на ход процесса 
регенерации,  — периферическая иннервация, 
в частности клетки, входящие в состав нервно-
го волокна. В экспериментах на амфибиях было 
установлено, что хирургическая денервация 
до ампутации приводила к отсутствию регене-
ративного ответа. Были получены доказатель-
ства того, что периферические нервные волокна 
оказывают стимулирующее воздействие на бла-
стему посредством секреции таких FGF, ряда 
представителей семейства BMP, нейрегулина 
и  других. Похожие эксперименты для изуче-

ния влияния периферических нервных волокон 
были также проведены и у млекопитающих. Де-
нервация, предшествующая ампутации пальца 
мыши, приводила к заметному замедлению ра-
нозаживления, подавляла рост бластемы и пре-
пятствовала формированию кости.

Для того чтобы понять, каким образом перифери-
ческие нервы оказывают регулирующее влияние 
на процесс регенерации, также была использова-
на методика генетического трейсинга клеточных 
линий. Было показано, что в бластеме регенери-
рующего пальца присутствуют Sox2-позитивные 
клетки, источником которых являются дедиффе-
ренцированные шванновские клетки [11]. В усло-
виях денервации конечности перед ампутацией 
таких клеток в  бластеме обнаружено не было, 
при этом отмечалось значительное замедление 
пролиферации мезенхимального компартмента 
бластемы и отсутствие формирования нового ре-
генерированного фрагмента кости. И, напротив, 
при введении в  область ампутации после пред-
варительной денервации культивируемых Sox2-
позитивных клеток регенеративные процессы 
восстанавливались.

Для понимания механизма влияния шваннов-
ских клеток на формирование и  созревание 
бластемы была проведена серия экспериментов 
с  использованием протеомного и  транскрип-
томного анализа. При этом был установлен ряд 
факторов (PDGF-AА, онкостатин М и др.), выде-
ляемых шванновскими клетками, которые ока-
зывают паракринное влияние на мезенхималь-
ные клетки бластемы, вызывая их миграцию 
и  пролиферацию  [12]. Эти исследования про-
должаются, и  список всех регулирующих фак-
торов еще предстоит дополнить по их итогам.

В недавних исследованиях было показано, 
что поврежденные в  ходе ампутации перифе-
рические нервы являются источником мезенхи-
мальных предшественников. Это было выявлено 
с помощью методов трейсинга клеточных линий 
и транскриптомного анализа. Клетки, входящие 
в  состав нервных волокон, составляли отдель-
ный пул клеток, но не являлись шванновскими 
клетками или нейронами и имели маркеры ме-
зенхимальных стволовых клеток (МСК), а  при 
культивировании они проявляли типичную 
для МСК способность к адипо-, хондро- и остео-
генной дифференцировкам. Было четко пока-
зано, что данные клетки мезенхимальной при-
роды мигрируют в  бластему млекопитающих 
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из поврежденных нервов и  вносят свой вклад 
в дальнейшее формирование кости и дермы в ре-
генерирующей конечности [13].

Таким образом, периферическая иннервация 
вносит существенный вклад в  регенерацию 
у  млекопитающих посредством двух взаимо-
дополняющих механизмов: секретируя регу-
ляторные факторы дедифференцированными 
шванновскими клетками в  локальное микро-
окружение бластемы и являясь источником ме-
зенхимальных предшественников, способных 
дифференцироваться в регенерирующие ткани.

Говоря о  регуляции развития бластемы и  ее 
дальнейшей дифференцировки, следует отме-
тить ключевую роль васкуляризации. В  одном 
из исследований было показано, что динами-
ческие изменения напряжения кислорода име-
ют решающее значение для регенеративного 
ответа. Установлено, что мышиная бластема 
на начальных стадиях формирования гипоксич-
на в силу своей аваскулярности, а многие клет-
ки в  ее составе экспрессируют антиангиоген-
ный фактор PEDF. Экзогенное внесение VEGF-А 
или BMP9  в  ткани регенерирующего кончика 
пальца приводило к преждевременному прора-
станию кровеносных сосудов в  бластему и  по-
давлению регенерации. Кроме того, вызванное 
BMP9  ингибирование регенерации может быть 
устранено с помощью экзогенно вносимого ан-
тиангиогенного фактора роста пигментного 
эпителия (PEDF). В  этих исследованиях также 
было отмечено, что инициация остеогенеза, 
т.е. начало дифференцировки клеток бласте-
мы, совпадает с индукцией экспрессии VEGF-А. 
В  совокупности эти результаты показывают, 
что во время регенерации дистальной фаланги 
у  млекопитающих ангиогенез играет важную 
роль в координации образования и созревания 
бластемы, а значит, и исхода всей регенерации.

Подводя итог изложенному выше, можно утвер-
ждать, что бластема является основной времен-
но существующей структурой, которая опреде-
ляет осуществление полноценной регенерации 
либо ее отсутствие и  последующее замещение 
утраченных тканей фиброзным рубцом. Огром-
ный массив знаний об эпиморфной регенерации, 
который был накоплен за столетия исследований 
на животных, имеющих повышенные регенера-
тивные способности, начиная от кишечнопо-
лостных, плоских червей и  амфибий, является 
ценным для понимания молекулярно-клеточ-
ных механизмов регенерации. Однако именно 
исследования регенерации у  млекопитающих 
позволяют понять, почему в  их случае регене-
рация имеет ограниченный потенциал, а также 
выработать стратегии влияния на регенератив-
ные процессы и  возможные терапевтические 
подходы для повреждений, требующих реге-
нерации. Несмотря на значительный прогресс 
в  этой области, остается целый ряд вопросов, 
которые еще не до конца разрешены. Что имен-
но является фактором, инициирующим форми-
рование бластемы? Каковы прочие источники 
клеток бластемы помимо уже найденных? Какие 
из клеток бластемы являются унипотентными 
или плюрипотентными? Что именно составляет 
сигнальный центр, регулирующий каскад собы-
тий при формировании и созревании бластемы? 
Каковы все факторы, секретируемые сигнальны-
ми центрами, направляющими регенерацию? 
Имеют ли ткани в конечности, ампутированной 
проксимальнее ногтевого ложа, регенеративный 
потенциал и как можно на него повлиять?

Этот список можно продолжать, однако оче-
видно, что актуальность данных исследований 
не подлежит сомнению, так как дает инстру-
менты для терапевтических подходов и исполь-
зованию достижений регенеративной биомеди-
цины в клинической практике.
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