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Цели и задачи
Ключевой задачей журнала является создание площадки для освещения и диалога 
об основных достижениях, проблемах и задачах регенеративной биомедицины, а также 
обобщение современных представлений о фундаментальных механизмах регенерации 
тканей и органов.

Концепция журнала предусматривает всестороннее освещение вопросов, связанных 
с выяснением механизмов регенерации и обновления тканей, а также с возможностью 
разработки и практического применения подходов регенеративной биомедицины. Важным 
аспектом также является формирование и развитие этой отрасли науки как самостоятельного 
направления на стыке физиологии, клеточной биологии, биологии развития, биохимии 
и наук о материалах.

Главный редактор
В.А. Ткачук, д-р биол. наук, профессор, академик РАН, декан 
Факультета фундаментальной медицины, директор Инсти-
тута регенеративной медицины, Московский государствен-
ный университет имени М.В.  Ломоносова (Москва, Россия) 
eLibrary SPIN: 5515-4266

Заместитель главного редактора
П.И. Макаревич, канд. мед. наук, заведующий лабораторией 
генно-клеточной терапии Института регенеративной меди
цины, Московский государственный университет имени 
М.В. Ломоносова (Москва, Россия) eLibrary SPIN: 7259-9180

Редактор выпуска
В.А. Ткачук, д-р биол. наук, профессор, академик РАН, декан 
Факультета фундаментальной медицины, директор Инсти-
тута регенеративной медицины, Московский государствен-
ный университет имени М.В.  Ломоносова (Москва, Россия) 
eLibrary SPIN: 5515-4266

Редакционная коллегия
В.В. Белоусов, д-р биол. наук, чл.-корр. РАН, генеральный 
директор ФБГУ «Федеральный центр мозга и нейротехно-
логий ФМБА России» (Москва, Россия) eLibrary SPIN: 6517-
8373

Л.Б. Буравкова, д-р мед. наук, профессор, чл.-корр. РАН, 
заместитель директора по научной работе ФГБУ «ГНЦ 
РФ  — Институт медико-биологических проблем РАН» 
(Москва, Россия) eLibrary SPIN:8594-2532

Д.В. Бутнару, канд. мед. наук, доцент, проректор по ме-
ждународной деятельности, заместитель директора по на-
учной работе ФГАОУ ВО «Первый МГМУ им. И.М. Сеченова» 
Минздрава России (Сеченовский Университет) (Москва, 
Россия) eLibrary SPIN: 2408-5133

М.В. Воронцова, канд. мед. наук, заместитель декана 
по науке Факультета фундаментальной медицины, Мос
ковский государственный университет имени М.В. Ломо-
носова (Москва, Россия) eLibrary SPIN: 4168-6851

Е.А. Воротеляк, д-р биол. наук, чл.-корр. РАН, руководи-
тель лаборатории клеточной биологии ФГБУН «Институт 
биологии развития имени Н.К. Кольцова РАН» (Москва, 
Россия) eLibrary SPIN: 2310-9118

М.М. Галагудза, д-р мед. наук, профессор, чл.-корр. РАН, 
директор Института экспериментальной медицины ФГБУ 
«Национальный медицинский исследовательский центр 
им.  В.А. Алмазова» Минздрава России (Санкт-Петербург, 
Россия) eLibrary SPIN: 2485-4176

И.И. Еремин, канд. мед. наук, заместитель директора 
по научной работе ФГБУН «РНЦХ им. акад. Б.В. Петров
ского» (Москва, Россия) eLibrary SPIN: 6098-7226

А.Ю. Ефименко, канд. мед. наук, заведующий лабораторией 
репарации и регенерации тканей Института регенеративной 
медицины, Московский государственный университет имени 
М.В. Ломоносова (Москва, Россия) eLibrary SPIN: 5110-5998

М.Н. Карагяур, канд. биол. наук, доцент кафедры биохимии 
и регенеративной биомедицины Факультета фундаментальной 
медицины, Московский государственный университет имени 
М.В. Ломоносова (Москва, Россия) eLibrary SPIN: 9504-4257

М.А. Лагарькова, д-р биол. наук, чл.-корр. РАН, генераль-
ный директор ФГБУ «ФНКЦ физико-химической медицины 
им. акад. Ю.М. Лопухина ФМБА России» (Москва, Россия) 
eLibrary SPIN: 4315-1701

М.А. Масчан, д-р мед. наук, профессор, заместитель гене-
рального директора-директор Института молекулярной 
и экспериментальной медицины ФГБУ «Национальный ме-
дицинский исследовательский центр детской гематологии, 
онкологии и иммунологии имени Дмитрия Рогачева» Мин-
здрава России (Москва, Россия) Scopus Author ID: 562880

К.А. Рубина, д-р биол. наук, профессор РАН, руководитель 
лаборатории морфогенеза и репарации тканей Факультета 
фундаментальной медицины, Московский государствен-
ный университет имени М.В. Ломоносова (Москва, Россия) 
eLibrary SPIN: 9471-2511

Е.В. Cемина, д-р биол. наук, заместитель руководителя 
по развитию и проектной деятельности ОНК «Институт ме-
дицины и наук о жизни» ФГАОУ ВО «Балтийский федераль-
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ОТ РЕДАКЦИИ

Глубокоуважаемые коллеги!

Первый выпуск журнала «Регенерация органов и тканей» стал значимым событием в научном лан-
дшафте отечественной регенеративной биомедицины. Авторы, редакторы и рецензенты, прило-
жившие усилия для его наполнения материалами, обеспечили высокий уровень и интересную те-
матику, получившие значимое внимание со стороны профессионального сообщества.

Одной из важных задач журнала, помимо предоставления площадки для публикации обзорных, 
экспериментальных и дискуссионных статей, стало объединение всех активных исследователей, за-
нимающихся фундаментальными и практическими вопросами регенеративной медицины и биоло-
гии. В этой связи мы активно призываем всех читателей сообщать вашим коллегам о возможности 
подачи рукописей в журнал и приглашаем ведущих исследователей предоставлять такую возмож-
ность молодым коллегам: аспирантам, ординаторам, постдокам. Это не только разнообразит науч-
ные мнения, освещаемые в журнале, но и формирует научную репутацию исследователей, которые 
начинают свой путь в этой области.

Перспективы развития журнала напрямую определяются уровнем публикаций, причем как обзор-
ных, так и оригинальных. В первом выпуске большой интерес вызвала статья акад. В.А. Ткачука1, 
посвященная наиболее важным фундаментальным вопросам регенеративной биомедицины и ее 
связи с науками о жизни. Глубокий исторический экскурс за авторством к.м.н. Р.В. Деева2 укрепил 
память об одном из величайших отечественных клеточных биологов — профессоре А.А. Максимове 
и, что немаловажно, о его последователях и учениках в России и за ее пределами.

Редакционный совет и редакционная коллегия благодарят всех рецензентов, принимающих жи-
вое и непредвзятое участие в оценке поступающих рукописей, и выражают глубокую уверенность, 
что в ближайшее время совместными усилиями мы повысим уровень журнала. Уже сейчас мы ак-
тивно работаем над размещением его выпусков и статей в базе РИНЦ, а следующей вехой должно 
стать его включение в список ВАК для изданий, в которых должны быть опубликованы материалы 
диссертационных исследований.

В настоящем выпуске мы с радостью предоставляем слово целому ряду исследователей, развиваю-
щих разные направления регенеративной медицины и биологии — от генной терапии до тканевой 
инженерии, и отрадно, что ряд рукописей в этом выпуске был подан инициативно. Мы благодарим 
авторов за доверие к журналу и за выбор этой площадки для публикации своих статей и надеемся, 
что следующие выпуски будут наполняться так же активно.

С уважением,  
зам. главного редактора
к.м.н.				    П.И. Макаревич

1 � Ткачук В.А. Регенеративная биомедицина в биологии и медицине. Регенерация органов и тканей. 2023;1(1):7–15.
2  Деев Р.В. Александр Максимов в зеркале учеников. Регенерация органов и тканей. 2023;1(1):25–41.
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Современные подходы к созданию 2D-  
и 3D-клеточных моделей для изучения 
фиброза легких
А.Е. Толстолужинская, Н.А. Басалова, А.Ю. Ефименко

	 ФГБОУ ВО «Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова»,  
119192, г. Москва, Ленинские горы, 1, Россия

Адрес для корреспонденции: tolstoluzhinskayaae@my.msu.ru

Аннотация
Фиброз легких является следствием многих воздействий, ведущих к повреждению тка-
ни легкого и развитию последующего воспаления. Фиброз представляет собой разраста-
ние соединительной ткани, которое может приводить к нарушению архитектоники лег-
ких и снижать их функциональность вплоть до летального исхода. При этом в настоящее 
время механизмы, лежащие в основе фиброгенеза, недостаточно изучены. В связи с этим 
задача по их изучению не теряет своей актуальности, и для ее решения требуется разра-
ботка моделей фиброза легких, способных отразить все ключевые процессы фиброгенеза.
Модель in vivo с  использованием животных обладает множественными неоспоримы-
ми преимуществами, но при этом имеет строгие этические ограничения и  не отра-
жает всех механизмов фиброза легких, свойственных человеческому организму. При 
этом в исследованиях in vitro ученые могут позволить себе использовать биоматериалы 
не только животных, но и человека и на их основе строить клеточные системы — от 2D- 
до 3D-моделей. Моделирование фиброза легких преимущественно основано на исполь-
зовании основных типов клеток, вовлеченных в  развитие фиброза легких, таких как 
миофибробласты, фибробласты, альвеолоциты и других. Некоторые модели базируются 
также на специфическом фиброз-ассоциированном внеклеточном матриксе и дальней-
шем изучении взаимодействия клеток как друг с другом, так и с матриксом.
Cтоит учитывать, что в  разных моделях отображаются естественных процессов фи-
брогенеза, что требует от исследовательского сообщества использования широкого 
круга моделей. Учитывая многофакторность патогенеза фиброза легких, важно по-
нимать всю совокупность происходящих процессов для получения полноты реальной 
картины, близкой к картине in vivo, в связи с чем важна многокомпонентность моде-
лей. В  данном обзоре акцентировано внимание на анализе различных моделей фи-
броза легких in vitro в двумерных и трехмерных системах, отображены подходы к их 
созданию, ключевые различия, основные преимущества и  недостатки моделей, как 
частные, так и общие.

Ключевые слова: фиброз легких, модели фиброза, миофибробласты, TGF-β, сфероиды, 
органоиды, профибротический матрикс
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Modern approaches to the creation of 2D 
and 3D cellular models for the study of lung fibrosis
Anastasiya E. Tolstoluzhinskaya, Nataliya A. Basalova, Anastasiya Y. Efimenko

	 Lomonosov Moscow State University, Russian Federation, Moscow, Leninskie Gory, 1, 119991

Correspondence address: tolstoluzhinskayaae@my.msu.ru

Annotation
Lung fibrosis is a consequence of many influences leading to damage to lung tissue and the de-
velopment of subsequent inflammation. Fibrosis is an overgrowth of connective tissue, which 
can lead to a violation of the architectonics of the lungs and reduce their functionality up to 
a fatal outcome. At the same time, the mechanisms underlying fibrogenesis are currently insuf-
ficiently studied. In this regard, the task of studying them does not lose its relevance, and its 
solution requires the development of models of lung fibrosis that can reflect all the key processes 
of fibrogenesis.
The in vivo model using animals has multiple undeniable advantages, but at the same time it 
has strict ethical limitations and does not reflect all the mechanisms of lung fibrosis inherent 
in the human body. At the same time, in vitro research, scientists can afford to use biomaterials 
not only of animals, but also of humans, and build cellular systems based on them — from 2D 
to 3D models. Modeling of pulmonary fibrosis is mainly based on the use of the main types of 
cells involved in the development of pulmonary fibrosis, such as myofibroblasts, fibroblasts, al-
veolocytes and others. Some models are also based on a specific fibrosis-associated extracellular 
matrix and further study of the interaction of cells with each other and with the matrix.
It should be borne in mind that different models display individual nuances of the native pro-
cesses of lung fibrogenesis, which requires the research community to use a wide range of mod-
els. Taking into account the multifactorial pathogenesis of pulmonary fibrosis, it is important 
to understand the totality of the processes taking place in order to obtain the completeness 
of the real picture, close to the picture in vivo, and therefore the multicomponence of models 
is important. This review focuses on the analysis of various models of lung fibrosis in vitro in 
two-dimensional and three-dimensional systems, shows approaches to their creation, key dif-
ferences, main advantages and disadvantages of models, both particular and general.

Keywords: pulmonary fibrosis, fibrosis models, myofibroblasts, TGF-β, spheroids, organoids, 
profibrotic matrix
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Modern approaches to the creation of 2D and 3D cellular models for the study of lung fibrosis

Список сокращений:

БСА — бычий сывороточный альбумин

ВКМ — внеклеточный матрикс

ИПСК — индуцированные плюрипотентные стволовые клетки

ИФЛ — идиопатический фиброз легких

ММР — металлопротеиназа

МСК — мезенхимные стромальные клетки

ПКЛ — переживающие культуры легких

ЭМП — эпителиально-мезенхимальный переход

ЭндМП — эндотелиально-мезенхимальный переход

CFTR — cystic fibrosis transmembrane regulator, трансмембранный регулятор муковисци-
доза

FGF — fibroblast growth factor, фактор роста фибробластов

FLIP 3D printer — Fluid-supported Liquid Interface Polymerization (FLIP) 3D printer, 3D-принтер 
с полимеризацией поверхности раздела фаз жидкости

FLOAT  — fast hydrogel stereolithography printing, быстрая гидрогелевая стереолитогра-
фическая печать

FN1 — fibronectin 1, фибронектин 1

PDGF — platelet-derived growth factor, фактор роста тромбоцитов

TGF-β — transforming growth factor–β, трансформирующий фактор роста бета

α-актин — α-гладкомышечный актин (α-smooth muscle actin, α-SMA)

Фиброз легких
Во время физиологических процессов раноза-
живления, в том числе поврежденного легкого, 
целостность ткани может быть восстановлена 
не только путем возвращения структуры ткани 
к  исходной, но и  путем формирования устой-
чивого рубца и переходом в фибротическое со-
стояние ткани. Фиброз развивается как след-
ствие воспалительных реакций, возникающих, 
например, при тяжелых механических повре-
ждениях, аллергиях, инфекционных заболева-
ниях, в частности при поражении организма 
вирусными агентами, такими как SARS-CoV-2, 
или при ингаляционных воздействиях факто-
ров внешней среды, включая курение или ча-
стое вдыхание пыли  [1–4]. Клеточное старение 
(сенесценция) и накопление мутаций в некото-
рых генах являются факторами, повышающими 
риск возникновения фиброза [5–8].

При этом следует отметить, что среди нозоло-
гий человека нет заболевания, которое бы но-
сило название «фиброз легких». Однако суще-
ствует ряд заболеваний, последствием которых 
является развитие воспаления, поражение аль-
веол и, как следствие, разрастание соедини-

тельной ткани в  легких (рис. 1). К  таким забо-
леваниям относят интерстициальные болезни 
легких, включая идиопатический фиброз лег-
ких (ИФЛ), идиопатическую неспецифическую 
интерстициальную пневмонию, экзогенные 
аллергические и токсические альвеолиты, син-
дром фиброзирующего альвеолита при диффуз-
ных болезнях соединительной ткани и  другие 
заболевания, число которых сегодня по не-
которым данным уже более 200  [9]. Несмотря 
на то что степень тяжести и скорость развития 
легочного фиброза при этих заболеваниях мо-
гут быть различны, значительное количество 
данных указывает на сходные патофизиологи-
ческие механизмы, лежащие в основе развития 
легочного фиброза.

Клеточным организатором процессов ремоде-
лирования ткани при фиброзе является миофи-
бробласт, который секретирует большое коли-
чество компонентов внеклеточного матрикса 
(ВКМ) и  способствует его механическому со-
кращению путем контракции (рис. 1А)  [10–12]. 
Факторы, выделяющиеся клетками в  процессе 
воспаления, приводят к тому, что клетки-пред-
шественники, в  первую очередь тканеспеци-
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фичные фибробласты, массово подвергаются 
дифференцировке в  миофибробласты  [13]. При 
нормально протекающей регенерации ткани 
многие миофибробласты подвергаются апопто-
зу и элиминируются на терминальных стадиях 
процесса  [14]. В  случае тяжелых или хрониче-
ских повреждений выражены воспалительные 
процессы, которые приводят к  постоянному 
росту числа миофибробластов, приобретаю-
щих устойчивость к апоптозу и способных к са-
моподдержанию своей популяции. Эти клетки 
приводят к  разрастанию соединительной тка-
ни, замещающей функциональную ткань орга-
на [15, 16], и формируют фибротические фокусы, 
представляющие собой зону неправильно уло-
женных фиброз-ассоциированных белков ма-
трикса (рис. 1Б)  [10, 17]. В  итоге альвеолярные 
перегородки постепенно утолщаются, вместе 
с  чем усложняется процесс газообмена и  утра-
чивается исходная архитектура легких [18]. Про-

цесс фиброгенеза при приобретении прогресси-
рующего характера может привести к полному 
отказу работы органа и  к летальному исходу, 
например в связи с дыхательной недостаточно-
стью, ишемической болезнью легких, возникно-
вением опухолевых образований [1, 3].

Основную движущую роль в  запуске фиброза 
ткани и дифференцировки фибробластов в ми-
офибробласты выполняет трансформирующий 
фактор роста бета (transforming growth factor-β, 
TGF-β), который синтезируется иммунными 
клетками и самими миофибробластами [11, 19]. 
Таргетные гены TGF-β-сигнального пути — это 
ACTA2, кодирующий α-гладкомышечный ак-
тин (α-smooth muscle actin, αSMA, или α-актин), 
COL1А1 и COL3А1, кодирующие, соответственно, 
коллаген I и коллаген III типов, TGF-βR, кодиру-
ющий рецептор к TGF-β, фибронектин (FN1), про-
дукт гена которого при фиброзе преобразуется 

Рис. 1. Развитие фиброза легких сопровождается снижением дыхательной функции и может приводить к полной дис-
функции органа и, как следствие, гибели организма: А  — молекулярно-клеточный уровень, схема. Фиброз легких 
начинается с повреждения эпителия, которое провоцирует возникновение воспалительных процессов. Макрофаги, 
альвеолярные и тканевые, принимают непосредственное участие в запуске развития фиброза путем секреции цитоки-
нов. TGF-β — основной профибротический фактор, приводит к дифференцировке фибробластов интерстиция легких 
в миофибробласты. TNF-α совместно с TGF-β способен индуцировать эпителиально-мезенхимальный переход (ЭМП) 
альвеолоцитов, что может приводить их также к дифференцировке в миофибробласты. Миофибробласты отличаются 
наличием стресс-фибрилл, состоящих из α-SMA и способствующих сокращению внеклеточного матрикса (ВКМ), а так-
же синтезу специфических молекул ВКМ: коллагена I, III типов, EDA-фибронектина, гиалуронана и других. Это приво-
дит к возникновению тканевых единиц фиброза — фибротических фокусов; Б — тканевый уровень, гистологические 
срезы ткани легких мышей (трихром по Массону) в норме (верх) и при индукции фиброза интратрахеальным введе-
нием блеомицина (низ). Оранжевым цветом выделены фибротические фокусы; В — органный уровень, схема. В норме 
проявляется функция легких — осуществление газообмена. При развитии фиброза утолщенная за счет избыточного 
количества фибротической ткани альвеолярная стенка препятствует нормальному газообмену, что может приводить 
к гипоксии
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в сплайс-вариант EDA-фибронектин, способный 
стимулировать ранние этапы дифференциров-
ки миофибробластов [20, 21].

Популяция миофибробластов при фибротиче-
ских заболеваниях довольно гетерогенна  [22], 
но все они характеризуются синтезом α-актина, 
формирующего в клетках стресс-фибриллы, спо-
собствующих сокращению ВКМ, способностью 
к  синтезу ВКМ с  высоким показателем модуля 
упругости и  состоящего из EDA-фибронектина, 
фибрина, коллагенов I, III, VI типов, гиалурона-
на, а также образованием комплексов фокальных 
контактов, называемых фибронексусами [10, 23–
26]. Предшественниками миофибробластов мо-
гут быть различные клетки: весомая часть из них 
представляет собой резидентные или мигри-
ровавшие под влиянием промиграторных вос-
палительных факторов в данную область ткани 
фибробласты, а  также циркулирующие в  крови 
фиброциты, перициты, мезенхимные стромаль-
ные клетки (МСК) и иные клетки [13]. Известно, 
что в  эпителиальных клетках запускаются ме-
ханизмы, приводящие к потере своего исходно-
го фенотипа и  запускающие дифференцировку 
клеток в  мезенхимный тип. Происходит эпите-
лиально-мезенхимальный переход (ЭМП), в  ре-
зультате чего в  ткани, пораженной фиброзом, 
возникает большое число клеток, по многим при-
знакам схожих с миофибробластами [22, 27–29]. 
Некоторые данные свидетельствуют о  возник-
новении миофибробластов из клеток эндотелия 
через эндотелиально-мезенхимальный переход 
(ЭндоМП)  [8, 30, 31], хотя вклад этого процесса 
в пополнение пула миофибробластов еще полно-
стью не подтвержден.

Таким образом, фиброз легких является 
острой проблемой современного общества, так 
как он возникает вследствие множества при-
чин, ведет за собой сбои в регуляции внутрен-
них процессов организма и  способен привести 
к гибели. По этой причине исследование меха-
низмов, лежащих в основе его патогенеза, и по-
иск способов восстановления легочной ткани 
до состояния, обеспечивающего полноценную 
дыхательную функцию, является очень акту-
альным. Для решения этих задач должны быть 
использованы релевантные модели, позволяю-
щие отражать ключевые процессы, заложенные 
в  фиброгенезе. На данный момент разработан 
ряд моделей фиброза легких, имеющих как свои 
неоспоримые преимущества, так и  некоторые 
недостатки, обзор которых представлен ниже.

Модели фиброза

Клеточная дифференцировка при фиброзе 
тканей и  органов активно изучается учеными, 
но по-прежнему многие молекулярно-клеточ-
ные механизмы этого процесса остаются невы-
ясненными. В  настоящее время процессы фи-
брогенеза в  легких изучают преимущественно 
на животных и  клеточных моделях, представ-
ленных в виде культивируемых в виде монослоя 
клеток, то есть в 2D-культуре [6, 7, 32, 33]. Это да-
леко не единственные модели, которыми поль-
зуются исследователи фибротических процес-
сов. В  связи с  острой актуальностью изучения 
патогенеза фиброза последнее время исследо-
ватели разрабатывают новые варианты моделей 
разных мерностей (от 2D до 3D), что дает больше 
возможностей для изучения различных меха-
низмов, лежащих в основе данного процесса.

Экспериментальные модели на животных
Модели на животных являются основными 
для исследования физиологических механиз-
мов, происходящих в  организме при развитии 
фиброза легких. Хотя хронические заболевания 
человека трудно поддаются моделированию, 
животная модель передает основные физио-
логические этапы прогрессирования фиброза, 
позволяет наблюдать за процессом дифферен-
цировки разных типов клеток в  естественных 
для них биологических условиях, а  также по-
зволяет изучать про- или антифибротический 
эффект тех или иных факторов [31, 34, 35].

Среди широко используемых моделей можно 
выделить следующие:
–  модель силикоза (асбестоза) [36–38];
–  модель радиационного облучения легких 
[25, 39];
–  блеомицин-индуцированный фиброз [40, 41];
–  флюоресцеин-изотиоционат-индуцирован-
ный фиброз [42, 43].

Каждая из описанных выше моделей имеет свои 
преимущества и  недостатки. Однако к  наибо-
лее хорошо описанным и  часто применяемым 
моделям, соответствующим патогенезу широ-
кого спектра фибротических заболеваний лег-
ких человека, включая идиопатический фиброз 
легких, можно отнести модель фиброза легких, 
индуцированного блеомицином.

Блеомицин  — это гликопептидный антибио
тик, который первоначально был выделен 
из бактерии Streptomyces verticillatus [44]. Начало 
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его использования в  качестве агента, вызыва-
ющего фиброз легких, было основано на том 
факте, что развитие фиброза было одним из ос-
новных побочных эффектов применения бле-
омицина при лечении опухолей различного 
генеза у человека. Считается, что в результате 
воздействия блеомицина образуются хелаты 
ионов металлов, которые взаимодействуют 
с  кислородом  [45]. Возникают свободные ра-
дикалы, приводящие к разрывам одно- и двух-
цепочечной ДНК в  клетках и  тем самым сти-
мулирующие программируемую клеточную 
гибель. Повреждения ткани в  результате дей-
ствия активных форм кислорода могут приве-
сти к  воспалительной реакции, вызывающей 
легочную токсичность, активацию фибробла-
стов и  последующий фиброз  [46]. Показано, 
что основные гистологические признаки, та-
кие как формирование фибротических фоку-
сов, подплевральное поражение ткани легкого, 
облитерация респираторного отдела легких, 
увеличение количества альвеолярных макро-
фагов, у  животных, получавших блеомицин, 
аналогичны изменениям у  пациентов с  диаг-
ностированным фиброзом легких  [47]. Кроме 
того, блеомициновая модель довольно легко 
выполнима в лабораторных условиях и хорошо 
воспроизводима [34].

В настоящее время не существует модели жи-
вотных, которая могла бы полностью воспроиз-
вести все особенности фиброза легких человека, 
а  особенно прогрессирующий и  необратимый 
характер такого состояния  [3, 48]. Многочи-
сленные исследования показывают, что прекра-
щение или удаление индуцирующего фиброз 
агента может привести к  спонтанному разре-
шению фиброза и  возвращению ткани легкого 
к  нормальному физиологическому состоянию 
с  минимальными проявлениями признаков 
фиброза [15, 49]. К тому же стоит учесть, что ин-
терпретация результатов осложняется тем фак-
том, что некоторые животные, как, например, 
мыши, обладают некоторыми отличиями в ана-
томии дыхательных путей, клеточном составе 
легочной ткани и  иммунитете по сравнению 
с  человеком  [50]. Помимо прочего, этические 
соображения стимулируют замену эксперимен-
тальных моделей на животных в  соответствии 
с концепцией 3R Рассела и Берча (reduction, re-
finement, replacement)  [51]. Поэтому в  данной 
статье мы сфокусируемся на моделях фибро-
за легких in vitro и  подробнее рассмотрим 2D- 
и 3D-клеточные модели.

Ex vivo: переживающие культуры легких
Одним из перспективных направлений в  мо-
делировании фиброза легких ex vivo является 
использование переживающих культур легких 
(ПКЛ). Для получения ПКЛ используют легоч-
ную ткань человека или животных, заполняют 
данный фрагмент агарозой с  низкой темпера-
турой плавления, после чего получают срезы 
толщиной 250–1000  мкм  [52] и  культивируют 
их in vitro. При таком подходе ПКЛ сохраняют 
исходную нативную структуру легкого: его со-
став и  биомеханические свойства ВКМ, рези-
дентные клетки данного участка ткани легкого, 
что и делает их актуальной моделью для изуче-
ния легочного фиброза и тестирования лекарств 
в условиях пораженной ткани.

Для изучения фибротической ткани легкого ис-
пользуются ткани доноров с  диагностирован-
ным фиброзом легких  [53] или животных с ин-
дуцированным фиброзом легких [54].

С целью исследования динамики развития 
фиброза с  помощью ПКЛ Alsafadi с  коллегами 
предложили использовать ПКЛ из материала, 
полученного от пациентов со здоровыми лег-
кими, а  затем индуцировать раннюю стадию 
развития патологии путем добавления профи-
бротических факторов, включая TGF-β и TNF-α 
(Tumor necrosis factor α, фактор некроза опу-
холи). Такая стратегия приводила к  увеличе-
нию экспрессии фиброз-ассоциированных ге-
нов и  к отложению профибротических белков 
ВКМ [55].

Преимущество такой ex vivo модели заключа-
ется в  том, что ПКЛ позволяют снизить число 
животных для моделирования фиброза, а  так-
же использовать легкие одного животного 
или пациента для получения нескольких объ-
ектов для исследований с  максимально похо-
жими свойствами. Кроме того, использование 
ПКЛ дает возможность работы с  нативным че-
ловеческим материалом [56]. Основные лимити-
рующие факторы такого подхода — это необхо-
димость в свежеполученных тканях и короткий 
период культивирования такой системы in vit-
ro — не более 1 недели [55].

Модели in vitro
Модели in vitro являются хорошей альтерна-
тивой моделям in vivo, поскольку они позво-
ляют в  различных системах, от 2D до 3D, ис-
пользовать животные и  человеческие клетки 
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для моделирования фиброза легких и  изучать 
их различные свойства, включая пролифера-
тивные, миграционные, адгезивные свойства 
или контрактильную способность, в  том чи-
сле в  динамике. Использование человеческих 
клеток обеспечивает воспроизведение ключе-
вых механизмов, которые заложены в  диффе-
ренцировке клеток при фиброгенезе именно 
человеческого организма и  которые сложно 
воспроизвести на животных моделях  [57]. Для 
моделирования процессов фиброза in vitro ис-
пользуют различные клетки легких, участву-
ющие в  развитии фиброза, например такие, 
как мезенхимные, эпителиальные, эндотели-
альные и иммунные клетки. Наиболее распро-
страненным типом клеток для моделей in vitro 
являются легочные фибробласты  [57, 58]. Это 
связано с тем, что основным типом клеток, пре-
терпевающих дифференцировку в  миофибро-
бласты, являются резидентные фибробласты, 
а также из-за относительной простоты их мето-
дов выделения и культивирования [22].

Стоит отметить, что фибробласты очень зависят 
от адгезивных взаимодействий с  микроокру-
жением, что, в  свою очередь, регулирует кле-
точное поведение, включая дифференцировку, 
пролиферацию, апоптоз и  миграцию. В  связи 
с  этим на фибробласты в  особенной мере вли-
яет мерность среды, в  которой они находятся 
в культуре in vitro (рис. 2) [59].

Модели in vitro мерности 2,5D и выше также по-
зволяют изучать влияние ВКМ, включая целые 
белки или функциональные домены белков [60, 

61], и  изменения в  модуле упругости матрик-
са на фенотип (мио)фибробластов  [60]. К  тому 
же появляется возможность изучать влияние 
на клеточную дифференцировку и  активность 
связанных с  матриксом факторов, например 
TGF-β, FGF (fibroblast growth factor, фактор роста 
фибробластов) и других [59, 62].

2D-модель фиброза
Многие механизмы, заложенные в  дифферен-
цировке клеток при фиброзе, были установле-
ны с  помощью изучения двумерных культур, 
которые представляют собой монослой клеток 
на культуральном пластике. Такие модели до-
статочно просты в исполнении и позволяют де-
лать множество повторов эксперимента [57].

Один из вариантов получения модели фиб- 
роза предполагает выделение фибробла-
стов из легких и  помещение их на пластико-
вую культуральную посуду, жесткая повер-
хность которой может активировать клетки 
и  приводить к  образованию стресс-фибрилл 
и  фокальных контактов  [12, 26]. Несмотря 
на доказанное влияние поверхности жесткого 
пластика на дифференцировку стромальных клеток  
в миофибробласты, далеко не все клетки куль-
туры подвергаются данной дифференцировке 
без дополнительных профибротических сти-
мулов.

Чтобы исследовать механизмы активации и диф-
ференцировки миофибробластов, 2D-культуры 
часто подвергаются воздействию профибро-
тических цитокинов, например TGF-β, после 

Рис. 2. Свойства клеток, например фибробластов, могут существенно отличаться в  среде разной мерности:  
А — 2D-модели, представляющие собой клетки легких на культуральном пластике; Б — 2,5D-модели — слой внекле-
точного матрикса (ВКМ) или гидрогеля с  клетками на поверхности; В — 3D-модели, клетки в  трехмерных услови-
ях среды. Данные различия возникают в связи с разными свойствами условий культивирования, в первую очередь 
со свойствами и структурой ВКМ, а также влиянием различных сигналов, с которыми сталкивается клетка, в том числе 
адгезивными, топографическими, механическими, градиентными свойствами систем
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короткого периода депривации для усиления 
профиброзного эффекта  [11, 20, 21]. Важную 
роль в запуске дифференцировки клеток играет 
не только фактор роста TGF-β, но и иные факто-
ры, к примеру TNF-α, который выделяется ней-
трофилами и  способствует ремоделированию 
цитоскелета клеток и  изменению их механиче-
ских свойств [40, 63].

Стоит отдельно отметить возможность исполь-
зования культур клеток, выделенных непо-
средственно из биоптатов тканей пациентов 
или животных с  фиброзом легких. Популяция 
выделяемых стромальных клеток уже является 
в  значительной степени гетерогенной и  содер-
жит в себе эффекторные клетки фиброза, ответ-
ственные за его прогрессию, в частности фибро-
бласты и миофибробласты, что дает возможность 
не использовать дополнительную стимуляцию 
для изучения различных клеточных типов [64].

В 2D-моделях также активно изучается влияние 
процесса старения (сенесценции) на развитие 
фиброза  [7, 65, 66], поскольку сенесценция счи-
тается одним из важных факторов фиброза  [6]. 
Культуры клеток подвергают радиационному 
облучению для индукции преждевременного 
старения или пассируют до стареющего феноти-
па (остановка клеточного цикла, повышение эк-
спрессии генов CDKN1A, CDKN2A, IL6 и IL8 и по-
явление экспрессии основного маркера старения 
β-галактозидазы [66, 67]) с целью изучения уча-
стия сенесцентных клеток в  фиброзе легкого in 
vitro. Так, было показано, что фибробласты, полу-
ченные от донора с фиброзом легких, в культуре 
стареют быстрее, чем фибробласты, выделенные 
из нормальной ткани  [7], возможно, из-за боль-
шей восприимчивости к фактору TGF-β [68].

Недостатки модели
Несмотря на то что клеточная 2D-модель in vit-
ro может воспроизводить основные процессы, 
заложенные при фиброзе, например диффе-
ренцировку клеток в  миофибробласты, клетки 
в двумерной среде лишены типичных условий, 
характерных для тканей. Так, 2D-культура фи-
бробластов приобретает некоторую полярность, 
которая присуща преимущественно эпители-
альным клеткам, что может приводить к изме-
нению нативных механизмов, с  помощью ко-
торых опосредуется активация фибробластов 
с  последующей их дифференцировкой. Напри-
мер, было показано, что in vitro все три изофор-
мы TGF-β (TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3) стимулируют 

экспрессию α-гладкомышечного актина [69, 70]. 
Данные сведения отличаются от результатов, 
полученных in vivo: эти изоформы играют раз-
личные роли, что в тканях животных может об-
уславливаться различным микроокружением 
клеток [71]. К тому же в трехмерном микроокру-
жении возникает дополнительное влияние ВКМ, 
изменяется механика и плотность системы [59].

2,5D-модели фиброза легких
Среди in vitro моделей ряд ученых [33, 183–185] 
также выделяют промежуточную мерность  — 
2,5D-модели фиброза. Такие системы отли-
чаются от 2D-культур тем, что в  них клетки 
контактируют не напрямую с  поверхностью 
культуральной посуды, а  адгезируют к  слож-
ной высокомолекулярной поверхности, обла-
дающей собственными специфическими физи-
ко-химическими свойствами. К  2,5D-моделям 
можно отнести культивирование фиброз-ас-
социированных клеток на слое гидрогеля 
или ВКМ или сэндвич-систему, представляю-
щую собой слой клеток между двумя слоями ги-
дрогелей. Данные подложки позволяют созда-
вать специфический, более нативный субстрат 
для клеточной адгезии, однако клетки в  куль-
туре по-прежнему сохраняют контакт со средой 
культивирования.

Модели на основе гидрогелей представляют со-
бой насыщенные молекулами воды природные, 
то есть на основе ВКМ  [72], или синтетические 
полимеры, на поверхности которых культиви-
руются активированные фибробласты, миофи-
бробласты и  другие клетки легких  [72, 73]. Де-
целлюляризированный ВКМ легких может быть 
представлен в виде гидрогеля после расщепле-
ния ВКМ пепсином в кислой среде. В то же время 
такая процедура расщепления ВКМ приводит 
к  потере исходного показателя модуля упру-
гости матрикса в ткани и его структуры, и для 
восстановления данных параметров гидрогель-
ВКМ необходимо смешивать с синтетическими 
полимерами [74]. Более щадящий многоступен-
чатый способ обработки ВКМ позволяет сохра-
нить нативные биомеханические свойства ВКМ, 
в  том числе фиброзной ткани: лиофилизация 
децеллюляризированной ткани, измельчение 
ее в  порошок с  последующей солюбилизацией 
и желированием [75].

Наиболее популярными вариантами в  такой 
системе, а  также в  3D-системе подобного рода 
(см. главу «3D-модели») являются синтетические 
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гидрогели на основе полиакриламида из-за лег-
ко изменяемого параметра упругости, который 
можно настроить, регулируя относительные 
концентрации акриламида и  бисакрилами-
да [76]. Гидрогели, изготовленные из смеси по-
лиакриламида и коллагена I типа наиболее из-
учены как система 2,5D- и 3D-культивирования 
для моделирования легочного фиброза, по-
скольку коллаген I  типа является преобладаю-
щим типом коллагена в ВКМ, обнаруживаемом 
в фибротических фокусах [77]. Так, в полиакри-
ламидных гелях, богатых коллагеном I  типа, 
исследовано влияние показателя модуля упру-
гости субстрата различной величины и влияние 
фактора TGF-β на дифференцировку фибробла-
стов и их способность к миграции. По мере уве-
личения жесткости гидрогеля, то есть увеличе-
ния модуля упругости, и  под влиянием TGF-β 
увеличивалось число дифференцированных 
миофибробластов с  повышением экспрессии 
α-гладкомышечного актина и  с образованием 
стресс-фибрилл  [76, 78], а  также способность 
клеток к миграции с соответствующим повыше-
нием экспрессии фактора PDGF [79]. Аналогич-
ным образом активируется сигнальный путь 
FAK/Akt  [80], который способствует отложению 
коллагена I типа и ингибированию матриксной 
металлопротеиназы ММР-1, и  транскрипцион-
ный комплекс c-Fos и c-Jun, приводящий к уве-
личению синтеза α6-интегрина, опосредующего 
инвазию миофибробластов и  дальнейшее раз-
витие фиброза легких [81].

Сэндвич-система культивирования представ-
ляет собой два слоя гидрогеля с  разными зна-
чениями модуля упругости и расположенными 
между ними фибробластами/миофибробласта-
ми. Так, например, гидрогели в сэндвич-систе-
ме могут представлять собой полиакриламиды 
с  различными модулями упругости с  добавле-
нием различных необходимых для роста клеток 
веществ (БСА, факторов роста и  др.) и  белков 
ВКМ. Такая система обеспечивает клеткам воз-
можность адгезировать к  обоим слоям гидро-
гелей, что исключает возникновение неспеци-
фичной полярности [82].

Как уже говорилось выше, системы 2,5D обеспе-
чивают более естественные условия для куль-
тивирования эффекторных клеток фиброза, так 
как поверхность пластиковой культуральной по-
суды покрывается компонентами, характерными 
для ткани здорового или фибротического легкого. 
Возникают более тесные взаимодействия меж-

ду клетками и  ВКМ по сравнению с  системами 
2D. Однако в некоторых вариантах 2,5D-моделей 
остается возможность для возникновения поляр-
ности клеток и отсутствует градиент растворимо-
сти различных факторов, что имеет место in vivo. 
Из всех вышеперечисленных моделей только сэн-
двич-система позволяет создать условия для сни-
жения возникновения полярности, но сами клет-
ки, как и  в остальных 2,5D-системах, не имеют 
возможности взаимодействовать друг с  другом 
во всех плоскостях [60].

3D-модели фиброза легких
Трехмерные модели in vitro лучше всего воспро-
изводят микроокружение ткани легкого in vivo 
по сравнению с  2D- и  2,5D-моделями благода-
ря объемной структуре системы. Подобно мо-
делям 2,5D здесь также могут имитироваться 
жесткость, то есть модуль упругости, и  струк-
тура нативного матрикса и  воспроизводить-
ся соответствующие взаимодействия клеток 
с ВКМ. Помимо этого возникает вариативность 
клеток во взаимодействии друг с другом в свя-
зи с  возникновением клеточной 3D-системы 
контактов. Кроме того, клетки, культивируемые 
в  3D-моделях, подвергаются воздействию гра-
диентов растворимых факторов роста, анало-
гично условиям in vivo [59, 62].

Децеллюляризированные матриксы
Для большего приближения микроокружения 
культивируемых in vitro клеток к фибротическим 
условиям легких in vivo используют децеллюля-
ризированную ткань легкого [26, 83, 84]. На дан-
ный момент существует множество детергентов 
для удаления клеточных компонентов, таких 
как Triton X-100 [75, 85–87], SDS (Sodium Dodecyl 
Sulfat, например 1% водный раствор)  [88], бен-
зоназная эндонуелеаза  [89], дезоксихолат на-
трия [90, 91]. Одним из наиболее перспективных 
считается цвиттерионный детергент (3-((3-хола-
мидопропил) диметиламмонио)-1-пропансуль-
фонат, CHAPS), который обеспечивает мини-
мальную потерю белков ВКМ, таких как эластин, 
коллаген и  ламинины  [92–94]. Чтобы удалить 
иммуногенную для других клеток остаточную 
ДНК в  матриксе, фрагмент ткани инкубируют, 
например, в  NaCl  [75] и/или в  растворе с  ДНКа-
зой [86]. Для стерилизации образцов использует-
ся слабый раствор надуксусной кислоты [93, 95] 
с этанолом или антибиотик [89].

Такая децеллюляризированная фибротическая 
легочная ткань человека позволяет исследовать 
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профибротические фенотипы фибробластов, 
активация которых вызвана патологически мо-
дифицированным ВКМ  [96], или изучать влия-
ние фибротического ВКМ легкого на активность 
и транскриптом культивируемых в нем первич-
ных клеток легких [85].

Недостатком такой 3D-модели может являться 
то, что различные методы децеллюляризации 
и  продолжительность воздействия реагентов 
протокола могут влиять на исходный состав 
матрикса, приводить к потере белков ВКМ и вы-
мывать факторы роста, связанные с матриксом, 
например TGF-β, что делает сравнение и интер-
претацию полученных результатов затрудни-
тельными.

Гидрогели 3D
Еще один вариант создания модели фибро-
за легких in vitro  — это использование гидро-
гелей для воссоздания 3D-среды культиви-
рования эффекторных клеток фиброза. Для 
моделирования фиброзных заболеваний ис-
пользуют гидрогели, аналогичные по составу 
тем, что используются в  2,5D-системах. Отли-
чие гидрогелевых 3D-моделей от 2,5D заключа-
ется в том, что структура геля позволяет клет-
кам находиться не на поверхности геля, а в его 
толще  [97, 98]. Это делает возможным контакт 
клеток между собой и со средой со всеми ее со-
ставляющими во всех плоскостях, что в  итоге 
приводит к  образованию сети из клеток  [99]. 
Такую модель удобно использовать в  том чи-
сле для оценки активации клеток через степень 
сжатия ими гидрогеля  [98]: дифференцировка 
клеток в  миофибробласты приводит к  реорга-
низации цитоскелета и  к возникновению кон-
трактирующих сил, действующих на гидрогель 
и сжимающих его [60, 78].

Было проведено исследование влияния TGF-β 
на дифференцировку миофибробластов, в  ко-
тором использовалась 3D-модель на основе ги-
дрогеля из ВКМ с добавлением сшитого полиэ-
тиленгликоля диакрилата, модифицированного 
желатина (5%) и  синтетической гиалуроновой 
кислоты. Такая модель сравнивалась с  анало-
гичной моделью, но в  2,5D-системе, а  также 
в  2D-культуре фибробластов. После обработки 
TGF-β (от 0,1  до 20  нг/мл) выяснилась, во-пер-
вых, что оптимальная концентрация TGF-β 
для дифференцировки клеток в  миофибро-
бласты составляет 5–10  нг/мл во всех моделях, 
а во-вторых, что в 3D-системе в отличие от 2,5D 

значительно снижается экспрессия α-актина 
в  присутствии гиалуроновой кислоты, а  также 
снижается экспрессия коллагена I, III и фибро-
нектина, но повышается активность металло-
протеиназ 1-го и 2-го типа [72].

В 3D-системе коллагенового гидрогеля было 
показано, что фибронектин имеет важное зна-
чение для кластеризации клеток, которая про-
исходит как во время гомеостаза, так и при фи-
брозе с  образованием фибротических фокусов. 
На данной модели было показано, что это ди-
намичный процесс, который зависит от балан-
са между сокращающими ВКМ (мио)фибробла-
стами и  мигрирующими от сайта уплотнения 
фибробластами  [100]. Оказалось, что для раз-
рушения кластера клеток и деградации фибро-
нектинового матрикса, характерного для фи-
броза, нужна в первую очередь ММР-2, а также 
промиграционные стимулы, например PDGF 
или сыворотка, которые позволяют клеткам 
мигрировать из фокуса [101].

С использованием 3D гидрогелевой системы 
был имитирован in vitro фиброз, вызываемый 
диоксидом кремния (SiO2). В  коллагеновом ги-
дрогеле культивировали первичные фибробла-
сты легких человека, на которые воздействова-
ли молекулами SiO2. При этом, как наблюдалось 
в исследованиях, SiO2 способствует увеличению 
миграции фибробластов через действие хемо-
таксического белка-1  моноцитов хемокина/
цитокина MCP-1, который регулирует воспали-
тельные процессы и имеет решающее значение 
в запуске фиброза [102, 103].

Помимо прочего, гидрогели, совместимые 
с  3D-культивированием клеток, являются ос-
новой для получения моделей легкого и  ле-
гочного фиброза путем биопринтинга (см. 
главу «3D-биопечать»). Гидрогели природного 
или синтетического состава могут быть исполь-
зованы как среда, в которую помещаются клет-
ки при печати тканевой структуры, то есть так 
называемые биочернила [32, 104].

Одним из существенных ограничений исполь-
зования гидрогелей в  моделировании 3D яв-
ляется сложность длительного культивиро-
вания клеток из-за контракции и  деградации 
гидрогеля в  процессе культивирования. При-
родные гидрогели на основе ВКМ механически 
сложно настраиваемы из-за предварительной 
подготовки матрикса, что требует добавления 
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синтетических компонентов. Поэтому неко-
торые исследователи считают, что гидрогели 
не являются подходящими моделями in vitro 
для изучения клеточных взаимодействий [105]. 
Также, несмотря на возможное близкое сход-
ство по клеточному и  матриксному составу, 
3D-система на основе гидрогеля не может пол-
ностью имитировать фибротические условия 
ткани in vivo.

Клеточные сфероиды
Сфероиды легких представляют собой клетки 
легких взрослого организма, культивируемые 
в  виде самособираемых сфероидальных агре-
гатов с  использованием низкоадгезивных по-
верхностей  [106, 107]. Кластеризации клеток 
в  сфероиды способствуют в  первую очередь 
адгезионные взаимодействия между клетка-
ми, а  также взаимодействие фрагментов ВКМ, 
конкретнее фибронектина и его клеточного ре-
цептора — интегрина α5β1 [108]. Кроме того, эк-
зогенный фибронектин может способствовать 
уплотнению клеточных сфероидов, а его вклад 
в модуль упругости матрикса может приводить 
к  дифференцировке клеток в  миофибробла-
сты [85, 109].

В настоящее время сфероиды как подходящий 
альтернативный вариант для исследования 
дифференцировки клеток и  иных механиз-
мов фиброгенеза используют в моделировании 
фибротических тканей легких или взаимо-
действия отдельных клеточных культур, отра-
жающих основные механизмы фиброза  [106]. 
Модель фиброза легких на основе сфероида 
может представлять собой агрегаты из фи-
бробластов или миофибробластов легких че-
ловека, что позволяет исследовать поведение 
клеток и  их дифференцировку в  3D-мерности, 
аналогичной in vivo. Для получения сфероидов 
используют метод «висячей капли» или посу-
ду с  низкоадгезивным покрытием. В  первом 
методе капли суспензии клеток располагают 
на крышку 96-луночного планшета или исполь-
зуют коммерческие системы культивирования 
висячих капель  [110–113]. Второй метод полу-
чения сфероидов предполагает использование 
субстратов с низкоадгезивными, мягкими свой-
ствами, например коллагеновый матрикс  [100, 
114–116], агарозу  [107, 108, 117] или коммерче-
скую посуду  [109, 118, 119]. Например, исполь-
зуя колбы с низкоадгезивным покрытием, Cores 
с коллегами получали мультиклеточные сферо-
иды, включающие в себя альвеолоциты II типа, 

клетки эндотелия, различные стромальные 
клетки и  другие  [109]. Также существует спо-
соб использования супергидрофобных поверх
ностей, на которых формируется замкнутая 
капля, не контактирующая с данной не смачи-
ваемой поверхностью, чтобы избежать воздей-
ствий, исходящих от контакта с ней [120–122].

При этом отмечено, что при сборке сферои-
дов из миофибробластов человека происхо-
дит их дедифференцировка, то есть потеря 
характерных для них черт, включая снижение 
уровня α-актина и  виментина, а  также низкое 
число пролифераций [10, 123]. По нашим пред-
варительным данным было также показано, 
что миофибробласты сложнее самоорганизу-
ются в сфероиды, в связи с чем получение сфе-
роидов из них проблематичнее, чем, например, 
из фибробластов. Другой группой ученых, Gra-
nato с коллегами, было выявлено, что при сбор-
ке сфероидов из миофибробластов снижается 
уровень α-гладкомышечного актина и  полно-
стью исчезает экспрессия маркера пролифера-
ции Ki-67 после 72 часов культивирования. Ве-
роятно, миофибробласты при агрегировании 
в  сфероид переходят во временное состояние 
покоя, хотя со временем такие клетки снова 
приобретают способность пролиферировать 
и  могут приобрести морфологию миофибро-
бластов под влиянием профибротических фак-
торов [110]. В то же время в другой работе было 
показано, что при сборке сфероидов на низко-
адгезивном коллагеновом матриксе из фибро-
бластов человека также снижается их пролифе-
рация, но происходит повышение экспрессии 
фибронектина, FGF, PDGF-A и  TGF-β, характер-
ных маркеров фиброза [114].

Интересным фактом является то, что в 2D-куль
туре возможна спонтанная сборка сфероидов 
из фибробластов легких под длительным воздей-
ствием TGF-β (10 нг/мл) [57]. Это является следст-
вием накопления ВКМ, индуцированного TGF-β, 
что имитирует нарушение нормальной архитек-
туры ткани при фиброзе и напоминает формиру-
ющиеся in vivo фибротические фокусы, в том чи-
сле и по белковому составу матрикса.

Tan и  его коллеги получили более сложные 
по клеточному составу сфероиды, объединив 
первичные эпителиальные клетки бронхов, 
фибробласты легких и  микрососудистые эндо-
телиальные клетки легких взрослого человека 
для получения 3D-моделей дыхательных путей, 



7–32

18 |  Регенерация органов и тканей. 2023;1(2)

Обзоры и комментарии
Толстолужинская А.Е., Басалова Н.А., Ефименко А.Ю. 
Современные подходы к созданию 2D- и 3D-клеточных моделей для изучения фиброза легких

схожих по итоговому строению с  органоида-
ми [124]. Случайно посеянные смешанные кле-
точные популяции подверглись быстрой кон-
денсации с  последующей самоорганизацией 
в отдельные эпителиальные и эндотелиальные 
структуры, которые были стабильны и механи-
чески прочны до четырех недель культивиро-
вания. Такие сфероиды имитировали строение 
дыхательных путей in vitro, а добавление профи-
бротического фактора TGF-β приводило к повы-
шению экспрессии мезенхимных генов, вовле-
ченных в  фиброз, причем как в  фибробластах, 
так и в эпителиальных клетках модели [124].

Интересно, что существуют исследования, в ко-
торых использовались сфероиды клеток легких 
и  МСК не как модели, а  как терапевтические 
агенты для восстановления ткани легкого по-
сле воздействия на мышей блеомицином. Та-
кие сфероиды вводились через хвостовую вену. 
Результаты показали, что введение сфероидов 
значительно ингибировало развитие блеоми-
цин-индуцированного фиброза. При этом в не-
которых работах отмечается непосредственная 
инфильтрация фибробластов и МСК в ткани, а в 
некоторых подчеркивается вклад их паракрин-
ной активности в процессе регенерации легоч-
ной ткани [109, 118, 125, 126].

Органоиды
Органоиды легких представляют собой само-
собирающиеся структуры из стволовых клеток 
(индуцированных стволовых клеток человека 
(ИПСК), эмбриональных стволовых клеток (ЭСК), 
стволовых клеток легких  [95]), которые в  усло-
виях in vitro следуют последовательным этапам 
дифференцировки, в чем-то аналогичным про-
цессу формирования легких в  эмбриогенезе, 
что приближает их к  нативному взаимодейст-
вию клеток в органе  [127–129]. Органоиды пре-
имущественно получают на низкоадгезивной 
поверхности так же, как и  сфероиды  [130,131], 
а  для улучшения выживаемости клеток полу-
ченные структуры часто далее культивируют, 
например в  субстрате гидрогеля или матриге-
ля [124, 132, 133].

Наиболее распространенная классификация 
органоидов легких основана на типах функ
циональных клеток, которые входят в  их со-
став. Так, можно выделить органоиды дыха-
тельных путей, содержащие клетки, присущие 
преимущественно проводящим путям дыха-
тельной системы, альвеолярные органоиды, 

состоящие из альвеолоцитов I и II типов, и ор-
ганоиды «смешанного» состава, включающие 
различные типы клеток, характерные для раз-
ных отделов легких [133]. При этом клетки в ор-
ганоидах выстраиваются в  соответствующие 
слои, схожие с гистологией тканей in vivo, обра-
зуя при этом полости «альвеол» или ходы «ды-
хательных путей».

Как было сказано выше, органоиды легких по-
лучают путем направленной дифференцировки 
стволовых клеток, чаще всего из ИПСК. Учи-
тывая, что в  эмбриогенезе легкое происходит 
из клеток передней кишки, на первом этапе по-
лучения органоидов индуцируют дифференци-
ровку ИПСК в составе 3D-сфероидов в энтодер-
му путем добавления характерных для данного 
этапа факторов (например, активина А, участ-
ников Wnt-пути при одновременном ингиби-
ровании путей BMP/TGF-β)  [95, 134, 135]. Далее 
в  систему включаются факторы, необходимые 
для дальнейшей дифференцировки сферои-
да по типу легких, приводящих к образованию 
альвеол или/и ветвлению аналогов дыхатель-
ных путей [95, 131, 136, 137]. В результате обра-
зуются органоиды in vitro, включающие многие 
типы клеток дыхательных путей, в  том числе 
базальные и  реснитчатые клетки, альвеолоци-
ты и  мезенхимные клетки: фибробласты, мио-
фибробласты, которые совместно экспрессиру-
ют α-актин и  PDGFA, и  дифференцированные 
гладкие мышцы, экспрессирующие α-актин [95, 
129, 131, 138, 139].

Существует также вариант формирования ор-
ганоидов легких через стадию получения ме-
зенхимной популяции клеток из ИПСК. Мезен-
химные клетки обеспечивают синтез белков 
ВКМ и  различных растворимых белков, необ-
ходимых для микроокружения, специфичного 
для конкретного типа клеток легких, а  их вза-
имодействие с эпителиальными клетками име-
ет важное значение для нормального развития 
органа  [140]. Путем дальнейшей направленной 
дифференцировки клеток в 3D-модели, напри-
мер через активацию TBX4 или активина А, пути 
Wnt, FGF10, образуются альвеолярные структу-
ры и эпителиальные клетки, формирующие ды-
хательные пути в органоидах, через мезенхим-
но-эпителиальный переход [140, 141].

Одна из целей применения органоидов лег-
ких — это моделирование различных заболева-
ний. Так, например, альвеолярные органоиды 



7–32

19Tissue and organ regeneration. 2023;1(2)  | 

Reviews and comments
Tolstoluzhinskaya A.E., Basalova N.A., Efimenko A.Y. 

Modern approaches to the creation of 2D and 3D cellular models for the study of lung fibrosis

были использованы для изучения характери-
стик реакций клеток на вирус гриппа A (H1N1) 
и инфекцию, вызванную коронавирусом (SARS-
CoV-2) [140, 142]. Такие альвеолярные органоиды 
могут быть заражены SARS-CoV-2, вследствие 
чего клетки в  его составе начинают проявлять 
провоспалительный фенотип, экспрессируя 
характерные цитокины и  хемокины, а  также 
активировать экспрессию генов, связанных 
с  апоптозом, при снижении экспрессии белков 
сурфактанта  [143]. С помощью органоидов воз-
можно моделирование и  фиброза легких, хотя 
на данный момент подобных работ не так мно-
го. Например, на органоидах легких было изуче-
но воздействие твердых частиц, которые могут 
являться компонентами загрязненного воздуха 
и  приводить к  фиброзу  [142]. Было обнаруже-
но, что воздействие твердых частиц приводит 
к  повышению уровня транскрипции фиброз-
ассоциированных генов в  органоиде, таких 
как α-актин, виментин, коллаген I типа и к TGF-
β1-опосредованной активации ЭМП альвеоляр-
ного эпителия органоида [142, 144].

Получать органоиды легких для изучения фи-
броза также позволяет использование куль-
тур клеток, несущих определенные мутации. 
Так, например, из первично полученной куль-
туры фибробластов донора с  синдромом Гер-
манского  — Пудлака, который проявляется, 
помимо иных симптомов, также фиброзом лег-
ких, были получены ИПСК, а  затем органоиды 
легких. Клетки несли мутацию в  гене AP3B1, 
который кодирует субъединицу белка, свя-
занного с  адаптером комплекса 3 (АР-3), необ-
ходимого для лизосомальной сортировки  [145, 
146]. Мутация в  клетках приводит к  накопле-
нию профибротического ВКМ и  мезенхим-
ных клеток с  соответствующими маркерами: 
α-гладкомышечным актином, виментином, ре-
цепторами к PDGF [129].

Также существуют работы по получению моде-
лей кистозного фиброза, или муковисцидоза, 
на основе органоидов легких. Например, ис-
пользовались ИПСК человека, в  которые пред-
варительно была внесена мутация гена CFTR, 
что является наиболее частой причиной воз-
никновения муковисцидоза среди людей  [135]. 
В  работе Sachs и  коллег  [147] описывается под-
ход к  созданию модели дыхательных путей 
взрослого организма на основе различных кле-
ток из биопсии легкого человека с  мутацией 
в гене CFTR, культивируемых в толще гидроге-

ля из подобия растворимой формы базальной 
мембраны, содержащего, например, ламинин, 
коллаген IV, протеогликаны гепарансульфа-
та  [148]. Органоиды in vitro дыхательных путей 
при наличии мутации в  гене CFTR повторяли 
основные признаки заболевания и  отличались 
повышенным содержанием ВКМ [147, 149].

Недостатки моделей легких на основе 
сфероидов и органоидов
Ограничением органоидов, в отличие от сферо-
идов, является их вариативный размер и форма, 
что затрудняет получение воспроизводимых ре-
зультатов и их интерпретацию. Данное явление 
связано с возможными отклонениями в процес-
сах дифференцировки клеток и формирования 
ими 3D-структуры, имитирующей структуру 
легкого. Следует также отметить, что во всех 
3D-структурах неизбежно возникает некоторый 
градиент распределения веществ: доступность 
кислорода, метаболитов и других растворимых 
факторов резко различаются от центра до пери-
ферии структуры [125]. Такой градиент создает 
различные условия культивирования для клеток 
в центре и по периферии. Это может приводить, 
например, к гибели клеток в центре структуры 
из-за нехватки питательных веществ, гипок-
сии, ограниченной возможности для некото-
рых молекул или комплексов проникать в центр 
структуры, например внеклеточных везикул. 
В то же время считается, что наличие градиента 
веществ может приближать модель к воспроиз-
ведению неоднородного градиента в некоторых 
тканевых доменах in vivo, например фибротиче-
ских фокусах [150].

3D-биопечать
Относительно новой областью тканевой инже-
нерии является 3D-биопечать, представляющая 
собой процесс послойного точного позициони-
рования биологического материала, биохими-
ческих веществ и живых клеток [151, 152]. Важ-
ным условием создания такой конструкции 
является совместимость материала с клетками 
и одновременно с процессом печати. В настоя-
щее время обычно такими материалами явля-
ются полимеры, полученные из тканей живых 
организмов (альгинат, желатин, коллаген, гиа-
луроновая кислота) или синтетические полиме-
ры (полиэтиленгликоль) [153].

Пока данная технология активно развивается 
в сфере медицины для создания искусственных 
тканей и  органов с  целью трансплантологии 
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или для скрининга лекарств  [154, 155]. Для ис-
следовательских целей активно используется, 
например, модель фиброза печени, полученная 
путем 3D-биопечати [104, 156, 157], но биоприн-
тинг в настоящее время не так широко распро-
странен для создания моделей болезней легких, 
включая фиброз.

Недостатком этой модели фиброза in vitro явля-
ется сложность создания структур малого раз-
мера: при точечном нанесении проблематично 
создавать выступающие или полые структуры, 
что требует применения, например, жестких 
каркасов  [158]. Длительность печати некото-
рых 3D-биопринтеров может снижать качест-
во деталей, приводить к  дегидратации, низко-
му уровню кислорода и  температурному шоку, 
что может снижать жизнеспособность инкапсу-
лированных клеток, которых требуется много 
для печати. Хотя стоит отметить, что сейчас по-
являются принтеры нового поколения, позво-
ляющие печатать с  увеличенной скоростью  — 
3D-принтер с  полимеризацией поверхности 
раздела фаз жидкости (FLIP) или быстрая ги-
дрогелевая стереолитографическая печать 
(FLOAT)  [159, 160]. Но запатентованная техно-
логия печати и  сложные экспериментальные 
установки делают данные системы практически 
недоступными для широкого использования 
исследовательским сообществом [32].

«Фиброз-на-чипе»
Благодаря биоинженерии на основе технологий 
микрофлюидики были созданы модели «ор-
ган-на-чипе» («органоид-на-чипе»), в том числе 
«легкое-на-чипе», включая модель патологии 
«фиброз-на-чипе»  [161]. Орган-на-чипе пред-
ставляет устройство, чип, с камерами и канала-
ми, в которых выращиваются культуры клеток 
в  регулируемых условиях, что симулирует ра-
боту отдельных органов, тканей или процессов. 
Данная технология позволяет проектировать 
межклеточные и межтканевые взаимодействия, 
взаимодействия между органами (например, 
легкие  — сердце  — печень), а  также физиоло-
гические механизмы, характерные для легких, 
например дыхательные движения или имита-
ция газообмена в  альвеолах  [162, 163]. В  такой 
системе есть возможность управлять клеточ-
ной микросредой с  высокой точностью, вклю-
чая механические и  биохимические сигналы, 
что позволяет создавать более физиологически 
значимые условия и  изучать влияние данных 
факторов на фибротические процессы [164, 165].

С помощью чипов была смоделирована ткань 
фибротического легкого с  микро- и  макро-
сосудистой архитектурой, что позволяет 
контролируемо изучать в  том числе и  васку-
ляризацию [162, 166, 167]. На такой васкуляризи-
рованной модели фиброза легких-на-чипе было 
изучено влияние инородных частиц, поступаю-
щих из «альвеол» в «легочную сосудистую сеть» 
и  вызывающих повреждение и  воспаление, 
что запускает фиброз  [162], а  также механизм 
действия антифибротического препарата нин-
теданиба, который способствовал снижению 
числа сосудов вокруг фибротического фокуса, 
ингибировал пролиферацию фибробластов и их 
инвазивные свойства [167].

Неоспоримым плюсом такой модели является 
возможность изучения различных антифибро-
тических или иных препаратов на наличие по-
бочных эффектов в «нецелевых» тканях и  ор-
ганах. Так, на примере мультиорганоидной 
платформы с  микрореакторами органоидов 
легких, печени и  сердца был подтвержден не-
гативный эффект блеомицина  [168], выражаю-
щийся в существенном изменении морфологии 
в «сердце» и увеличения экспрессии провоспа-
лительных молекул в «легких».

Первоначально в  создании органов-на-чи-
пах присутствовала проблема короткого сро-
ка культивирования культур/органоидов из-за 
замкнутости системы и  отсутствия смены пи-
тательной среды. Но фиброз легкого, развитие 
или его реверсия, представляет собой длитель-
ный процесс. Данный недостаток легких-на-
чипах компенсировали созданием активных 
или пассивных насосных систем для удаления 
продуктов метаболизма и  добавления новой 
питательной среды [163, 169].

Легкие-на-чипе, несмотря на свою прибли-
женность к  физиологическим условиям in vivo, 
не могут пока полноценно заменить все модели. 
Дорогостоящая техника и  сложность создания 
моделей-на-чипах не позволяют внедрить мо-
дели для скрининга, в том числе для высокопро-
изводительного экспериментального или фар-
мацевтического анализа фиброза легких.

Заключение
На данный момент процессы, отвечающие 
за возникновение и  прогрессию фиброза лег-
ких, полностью не изучены, хотя эта проблема 
является крайне актуальной. Пока не сущест-
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вует эффективных методов лечения, которые 
позволили бы остановить прогрессию идиопа-
тических форм или способствовать реверсии 
фиброза легких. Одна из главных проблем, ко-
торая возникает при его изучении,  — это под-
бор подходящих моделей, которые могли бы от-
разить те или иные механизмы фиброгенеза. 
Данный обзор посвящен разнообразию моделей 
фиброза легких, их плюсам и минусам и иссле-
довательским возможностям.

Несмотря на то что в  исследованиях все чаще 
предпочтение отдается 2,5D- и 3D-моделям из-за 
их лучшей имитации условий in vivo, 2D-исследо
вания по-прежнему являются надежной экспе-

риментальной основой для исследований in vitro 
с целью изучения гипотез и дальнейшего подтвер-
ждения полученных данных на моделях более 
высокой мерности или in vivo. Благодаря отно-
сительной простоте 2D-модели и  возможности 
в  контролируемых условиях наблюдать за инди-
видуальными клеточными реакциями на раство-
римые сигналы, ее активно используют наравне 
с другими вариантами моделирования фиброти-
ческих процессов легких. Другие модели фиброза 
легких привносят в эксперименты иные возмож-
ности для исследования, как, например, изуче-
ние реакции клеток на молекулы матрикса и его 
модуль упругости, что особенно часто изучается 
на 2,5D-моделях (рис. 3).

Рис. 3. Разнообразие моделей фиброза легких и  основные источники материала для их получения: биоптаты, по-
лученные из легких здорового человека или с диагностированным фиброзом, а  также легкие животных, в  том чи-
сле с индуцированным фиброзом. 2D-модели представляют собой клетки, культивируемые на культуральной посуде; 
2,5D-модели включают в себя слой внеклеточного матрикса (ВКМ) или гидрогеля, на которых культивируются целевые 
клетки, участвующие в фиброзе легких, или два слоя гидрогеля, между которыми расположена культура; 3D-модели 
(слева направо): клетки, культивируемые в  толще гидрогеля или децеллюляризированного матрикса, полученного 
из фрагмента ткани, сфероиды из клеток легкого, органоиды легких, полученные путем направленной дифференци-
ровки индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК), «легкое-на-чипе» и модификация этой модели 
«фиброза-на-чипе»
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Однако мерность моделей влияет не только 
на возможность экспериментатора исследо-
вать те или иные свойства клеточной культуры 
или мультиклеточной системы, но и  на морфо-
логию самих клеток. Клетки, культивируемые 
на 2D-поверхности, приобретают апикально-ба-
зальную полярность, происходит миозин-опос-
редованное натяжение цитоскелета и  усиление 
фокальной адгезии, что для них не является 
характерным и  может приводить к  изменению 
функций  [59]. Данный эффект минимизируется 
в 3D-системах, так как у фибробластов возникает 
больше интегриновых сайтов адгезии и  клетки 
могут вытягиваться в сторону всех трех плоско-
стей по сравнению с 2D-системами, что также по-
зволяет им формировать более сложные струк-
туры [59, 82, 111, 170]. К тому же в 3D-культурах 
клетки остаются в состоянии пролиферативного 
покоя, что позволяет лучше контролировать их 
активацию, например путем переноса клеток 
из сфероида в  2D-культуру или обработки про-
фибротическими факторами роста [171].

Сложные 3D-модели фиброза легких действи-
тельно приближают исследователей к реальной 
картине процессов в  ткани in vivo, но многие 
из них в настоящее время имеют ограниченный 
срок культивирования и, соответственно, на-
блюдения. В свою очередь, фиброз часто прио-
бретает прогрессирующий характер, динамика 
которого видна в течение длительного периода 
времени. В связи с этим нужно работать над уве-
личением срока работы моделей фиброза.

Основным недостатком весомого большинства 
моделей фиброза легких является отсутствие ком-
понентов иммунной системы. Это отдаляет моде-
ли от физиологических процессов in vivo, то есть 
от реальной совокупности механизмов, в которых 
важнейшую роль играют компоненты иммунной 
системы. Этот недостаток в том числе не позволяет 
с высокой степенью надежности проводить скри-
нинги перспективных антифибротических лекар-
ственных препаратов и  оценивать потенциаль-
ные риски их воздействия на организм. Изучение 
иммунных клеток является обязательной частью 
изучения фиброза, развитие которого происходит 
чаще всего как следствие воспаления  [172, 173]. 
Внесение иммунного компонента в  систему  — 
то, к  чему надо стремиться при моделировании 
фиброгенеза. Сегодня для изучения иммуноло-
гической компоненты преимущественно исполь-
зуют модели in vivo на животных или, например, 
анализируют отдельные популяции иммунных 
клеток, выделенных из биопсий больных фибро-

зом легких доноров или бронхоальвеолярного ла-
важа [174–177]. Ряд исследований проводится и на 
моделях in vitro  [178–180]: изучение влияние се-
кретома иммунных клеток на дифференцировку 
(мио)фибробластов в 2D-культурах [181] или, нао-
борот, влияние секретома фибротических клеток 
на активность клеток иммунитета  [38]. Исполь-
зуют также со-культивирование фибробластов 
с  лейкоцитами, макрофагами, нейтрофилами 
и другими клетками иммунитета, потенциально 
задействованными в  развитии фиброза легких 
или его подавлении [182]. Предпринимаются еди-
ничные попытки создания более сложных моде-
лей фиброза легких с  иммунной составляющей. 
Например, получение альвеолярных органоидов, 
в которых демонстрируются критические патоло-
гические признаки легочного фиброза (воспале-
ние, накопление коллагена), а  некоторые клетки 
проявляют фенотипическое и  функциональное 
сходство с макрофагами человека [56].

Воспалительные процессы, приводящие к  фи-
брозу легких, это сложные сети передаваемых 
сигналов от клетки к  клетке, которые имеют 
меняющийся во времени характер, что сильно 
усложняет построение корректных моделей. 
Но учеными предпринимаются попытки по со-
зданию многокомпонентных моделей, направ-
ленных в том числе на изучение иммунной со-
ставляющей фиброгенеза.

***

Изучение фиброза легких — важная, но непростая 
задача, которая требует внимательного и  тща-
тельного подхода. В каждой из вышеперечислен-
ных моделей нам удалось обозначить недостатки, 
но также назвать неоспоримые преимущества, 
благодаря которым исследователи часто обраща-
ются к  данным моделям. Учитывая, что фиброз 
легких  — это многокомпонентный процесс со 
сложно регулируемыми клеточными и  молеку-
лярным составляющими, обойтись одной моде-
лью для изучения всех заложенных в  нем меха-
низмов будет недостаточно, но их совокупность 
может позволить подойти к следующим открыти-
ям и, возможно, открыть методы остановки про-
грессии или даже реверсии фиброза легких.
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Аннотация
Регенеративная медицина, стремящаяся изменить современную медицинскую пра-
ктику путем устранения коренных причин болезней и  расстройств, включает генную 
терапию, клеточную терапию и продукты тканевой инженерии, предназначенные для 
увеличения, восстановления, замены или регенерации органов, тканей, клеток, генов 
и метаболических процессов в организме. Биоматериалы — один из ключевых компо-
нентов регенеративной медицины, на которых базируются успешные стратегии.
Представлен обзор биотехнологических методов, применяемых на этапах восходящего 
(USP) и нисходящего (DSP) процессов с использованием тутового шелкопряда (B. mori), 
направленных на улучшение качественных характеристик и  получение новых видов 
биоматериалов для удовлетворения потребностей регенеративной медицины и биоме-
дицины. Разнообразие биотехнологических решений, позволяющих получить широкий 
спектр биоматериалов: производные оболочки кокона  — фиброин, серицин и  их ком-
позиты, рекомбинантные производные, антимикробные пептиды, модифицирован-
ные трансгенные шелковые волокна, трансгенные волокна, содержащие факторы роста 
и пептиды и др., — в совокупности представляет уникальный базис для создания биоин-
дустриальной платформы на основе тутового шелкопряда.

Ключевые слова: тутовый шелкопряд, биоматериалы, рекомбинантные белки, анти-
микробные пептиды, фиброин, серицин, трансгенные шелковые волокна, биотехноло-
гическая платформа
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Abstract
Regenerative medicine aims at changing modern medicine practice by eliminating core rea-
sons of diseases and disorders. Regenerative medicine includes gene therapy, cell therapy and 
products of tissue engineering that are destined for augmentation, regeneration or replacement 
of organs, tissues, genes and metabolic processes in the organism. Biomaterials are amongst key 
components of regenerative medicine on which successful strategies are based.
The review of biotechnological methods implemented in the USP and DSP stages with the use 
of B. mori was made. The methods analysed are aimed at improving quality characteristics and 
obtaining new kinds of biomaterials to meet the needs of regenerative medicine and biomedicine. 
The diversity of biotechnological solutions that allow to gain a wide spectrum of biomaterials (incl. 
derivatives of cocoon shell such as fibroin, sericin and their composites; recombinant derivatives; 
antimicrobial peptides; modified transgenic silk fibres; transgenic fibres that contain growth factors 
and peptides; etc.) is a unique basis for the bioindustrial platform on the B. mori basis.

Keywords: silkworm, biomaterials, recombinant proteins, antimicrobial peptides, fibroin, 
sericin, transgenic silk fibers, biotechnological platform
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1. Введение
В качестве биополимера, одобренного FDA 
(Управление по санитарному надзору за качест-
вом пищевых продуктов и медикаментов, США), 
шелк рассматривается для широкого спектра 
применений, в том числе как многообещающий 
материал в регенеративной медицине, благода-
ря своей повышенной био/цитосовместимости, 
химической стабильности, механическим свой-
ствам, технологичности, возможности конт
ролируемого биоразложения, универсальности 
функционализации. Шелк как в  кристалличе-

ской структуре, так и в аморфном состоянии, де-
монстрируя уникальные физические и биологи-
ческие свойства, способствует миграции клеток, 
дифференциации, росту и взаимодействию бел-
ков с  поверхностью. Возможность производить 
современные медицинские инструменты, такие 
как пленки, волокна, гидрогели, трехмерные 
пористые каркасы, нетканые каркасы, частицы 
или композиционные материалы, из необрабо-
танного водного раствора подчеркивает универ-
сальность фиброина шелка (SF). Такие устройства 
способны удовлетворить самые разнообразные 

https://doi.org/10.60043/2949-5938-2023-2-33-54


33–54

35Tissue and organ regeneration. 2023;1(2)  | 

Reviews and comments
Yumatov E.N., Evlagina E.G., Evlagin V.G., Leinweber E.F., Tovpeko D.V., Debenok S.S.  

Possibilities of Bombyx mori (B. mori) biotechnological platform for regenerative medicine

33–54

потребности тканей; следовательно, они пред-
ставляют собой инновационное клиническое 
решение для лечения костей/хрящей, сердечно-
сосудистой системы, регенерации нервной, кож-
ной и поджелудочной тканей, а также для мно-
гих других биомедицинских применений [1–3].

Издание Elsevier, учитывая значение шелка 
для тканевой инженерии и  регенеративной 
медицины, представило уже второе издание — 
обязательный справочник, в  котором всесто-
ронне освещаются биоматериалы на его основе 
и их использование в биомедицине [4].

Биосовместимость и  иммунологический ответ 
протеинов шелка (в основном фиброина) иссле-
дованы A. Thurber и соавт. еще в 2015 году. Пред-
ставляя обзор биологических реакций на про-
теины шелка, они отмечали, что использование 
шелка в  качестве биоматериала, помимо его 
роли шовного материала, изучается уже более 
десяти лет и благодаря обширным характеристи-
кам in vitro, а в последнее время и исследованиям 
in  vivo потенциально может стать стандартным 
клиническим лечением для многочисленных 
применений [5]. В отношении второго протеина 
шелка — серицина некоторое время существова-
ло алогичное мнение о  его спорной биобезопа-
сности, но это недоразумение относительно се-
рицина, якобы вызывающего неблагоприятные 
биологические реакции, было прояснено путем 
тщательного анализа соответствующей литера-
туры и  экспериментальной демонстрации того, 
что серицин вызывает легкие воспалительные 
реакции, незначительную аллергенность и низ-
кую иммуногенность in vivo. Серицин является 
биобезопасным как природный биоматериал [6]. 
В  последующих исследованиях было подтвер-
ждено, что серицин является биосовместимым 
материалом, не вызывающим тяжелых иммун-
ных реакций, и  является многообещающим 
устойчивым биоматериалом для биомедицин-
ских и фармацевтических применений [7, 8].

Помимо биоматериалов, получаемых из обо-
лочки кокона, тутовый шелкопряд используется 
в качестве продуцента рекомбинантных произ-
водных биоматериалов. Многие рекомбинант
ные белки были успешно получены в личинках 
или куколках тутового шелкопряда и использо-
ваны в академических и промышленных целях. 
Биотехнология шелкопряда представляет собой 
инновационный и  простой подход к  достиже-
нию высоких уровней экспрессии белка и явля-

ется очень многообещающей платформенной 
технологией в области наук о жизни [9].

Как представленные выше обзоры, так и обзоры, 
посвященные использованию фиброина шелка 
как функционального материала для доставки 
лекарств и  генов  [10], созданию гибкой электро-
ники на основе фиброина  [11], и  многие другие 
великолепные статьи российских и  зарубежных 
исследователей концентрируются на методах 
переработки оболочки кокона для получения 
фиброина и  серицина шелка, и  последующего 
преобразования, преобразовании в  различные 
формы: гидрогели, губки, пленки, микро- и  на-
носферы, аэрогели и  др, и  сферах применения 
производных продуктов, полученных на этапе 
DSP, то есть продуктов из готового сырья — обо-
лочки кокона тутового шелкопряда в  основном 
в  части биополимеров. Биотехнологические воз-
можности, позволяющие улучшать качественные 
характеристики сырья и получать другие биома-
териалы на этапе USP, такие как рекомбинантные 
производные, материалы с  улучшенными каче-
ственными характеристиками, менее освещены 
или представлены как отдельные публикации.

Таким образом, мы предпринимаем попытку 
представить краткий комплексный обзор иссле-
довательских данных о совокупности основных 
биотехнологических решений с  использовани-
ем тутового шелкопряда, которые позволяют, 
используя подходы снизу вверх в  процессе вы-
ращивания тутового шелкопряда (восходящий 
процесс) и  подходы сверху вниз, применяемые 
при переработке полученного сырья (нисходя-
щий процесс), получить широкий спектр био-
материалов, необходимых для решения задач 
регенеративной медицины и  биомедицины. 
Учитывая многообразие вариантов последую-
щих преобразований в различные формы конеч-
ных продуктов и широкого спектра композици-
онных материалов в нисходящем процессе, уже 
показанное существующими многочисленными 
актуальными публикациями, представляемый 
обзор ограничивается описанием биотехнологи-
ческих решений восходящего процесса и базовы-
ми формами: фиброина, серицина, композитов 
фиброина и серицина, в нисходящем процессе.

2. Биотехнологии и биоматериалы этапа USP
В данном разделе освещены методы снизу вверх, 
реализуемые с  целью улучшения качественных 
характеристик протеинов шелка и продуцирова-
ния рекомбинантных продуктов.
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2.1. Молекулярная инженерия B. mori
Молекулярная инженерия B. mori, основанная 
на методах транзиентной экспрессии, или ста-
бильной трансформации зародышевой линии, 
позволяет получать различные биоматериалы.

Каждая система экспрессии, используемая 
для получения рекомбинантных производ-
ных, имеет свои преимущества и ограничения, 
на основании которых ее можно рассматривать 
или отвергать для производства конкретного 
белка. Поэтому очень важно изучить потенциал 
и  ограничения нескольких систем экспрессии, 
чтобы выбрать подходящую для производства 
конкретного белка в  промышленном масшта-
бе. Критерии оптимизации системы экспрессии 
оцениваются по нескольким факторам, таким 
как продуктивность, эффективность, физио-
логические характеристики, общая стоимость, 
безопасность, удобство и условия последующей 
обработки [12].

Среди доступных систем экспрессии для по-
лучения рекомбинантных белков, как отмечал 
T.  Kato и  соавт. (2010), системы клеток насе-
комых популярны и  широко используются 
для производства белков из высших эукариот, 
поскольку клетки насекомых имеют сходную 
структуру и  способность к  котрансляцион-
ным и  посттрансляционным модификациям, 
как и  клетки млекопитающих, включая глико-
зилирование, фосфорилирование и процессинг 
белков. Клеточные системы насекомых включа-
ют систему экспрессии бакуловируса и стабиль-
но трансформированную клеточную систему. 
В системе экспрессии бакуловируса для продук-
ции белка можно использовать не только куль-
тивируемые клетки, но также личинки и кукол-
ки насекомых [9].

Сравнительную эффективность различных си-
стем экспрессии, в рамках данной работы воз-
можно частично продемонстрировать, пред-
ставив данные по выходу конечного продукта. 
Так, например, при сравнении систем экспрес-
сии рекомбинантного белка в бакуловирусной 
системе в  клетках насекомых (Sf9) и  тутового 
шелкопряда, A  Usami и  соавт. (2011) отмеча-
ли, что производство шелкопряда было более 
эффективным: один тутовый шелкопряд про-
изводил примерно в 70 раз больше белка, чем 
106 клеток Sf9 в 2 мл культуральной среды [13]. 
В  исследовании, представленном S. Minagawa 
и соавт. (2020), производство рекомбинантного 

фибриногена (rFib) в  трансгенной системе ту-
тового шелкопряда составляло 20 мг на 1 г ко-
конов (масса одного кокона  — 28,4  мг)  [14], 
а  показатель высокоуровневой экспрессии 
рекомбинантного фибриногена человека с  ис-
пользованием клеток CHO DG44  за счет опти-
мизации системы экспрессии и  условий куль-
тивирования составил 1,3  г/л и  выше  [15]. Для 
рекомбинантного человеческого кислого фак-
тора роста фибробластов при использовании 
транзиентной системы экспрессии тутового 
шелкопряда уровни экспрессии оценивались 
примерно в 600–700 мкг на личинку (вес зрелой 
личинки находится в  диапазоне ~4,3–4,9  г.  — 
Прим. авторов) [16], а в исследованиях по круп-
номасштабному получению высокостабиль-
ного рекомбинантного человеческого кислого 
фактора роста фибробластов в штамме Escheri-
chia coli, представленных B. Yu и  соавт. (2021), 
конечный выход чистого белка в  культуре со-
ставил 158,6 ± 6,8 мг/л [17].

2.2. Факторы роста
Системы экспрессии B. mori успешно использу-
ются для производства различных рекомбинан-
тных факторов роста, роль которых для регене-
ративной медицины важна так же, как и  роль 
клеток и каркаса. В регенерации искусственных 
тканей должна быть установлена «треугольная» 
(триединая) связь между клетками, матрицами 
и факторами роста  [18]. Ранее М. Супотницкий 
и  соавт. (2015), рассматривая основные техно-
логические процессы, используемые при про-
изводстве биомедицинских клеточных продук-
тов, выделяли в  том числе принципы подбора 
питательной среды для выращивания мезенхи-
мальных стволовых/стромальных клеток (МСК) 
для терапевтического применения, которые 
основываются на следующих принципах [19].

1. Питательная среда должна представлять со-
бой «коктейль» из минеральных веществ, ами-
нокислот, витаминов и  не должна включать 
ксеногенные материалы, например сыворот-
ку эмбрионов крупного рогатого скота (FCS) 
или бычий сывороточный альбумин (BSA), так 
как существует риск инфицирования культиви-
руемых клеток возбудителями инфекционных 
болезней животных и последующей их переда-
чей человеку.

2. В  составе питательной среды должны быть 
факторы, ускоряющие рост МСК без изменения 
их дифференцировки. Например, добавление 



33–54

37Tissue and organ regeneration. 2023;1(2)  | 

Reviews and comments
Yumatov E.N., Evlagina E.G., Evlagin V.G., Leinweber E.F., Tovpeko D.V., Debenok S.S.  

Possibilities of Bombyx mori (B. mori) biotechnological platform for regenerative medicine

33–54

в среду ростового фактора тромбоцитов (PDGF) 
и основного фактора роста фибробластов (bFGF) 
позволяет сократить цикл культивирования 
МСК с 4–6 нед. до 2–3 нед.

3. Наличие неохарактеризованных примесей 
биологически активных веществ способно по-
влиять на дифференцировку клеток. Например, 
ростовой фактор тромбоцитов, полученный 
из лизатов тромбоцитов (PL), сдвигает направ-
ление дифференцировки МСК костного мозга 
в  сторону формирования остеобластов. Поэто-
му факторы роста должны быть получены ген-
но-инженерным путем [20].

Факторы необходимо защищать и  тщатель-
но доставлять, поскольку они чувствительны 
к  протеолитической деградации. Из-за их не-
стабильности при высоких температурах и  из-
мененных физиологических условиях исполь-
зуются новые подходы к  контролируемому 
высвобождению факторов роста для повышения 
их терапевтической эффективности [21]. В связи 
с этим необходимо отметить, что производные 
протеины шелка, например в  виде гидроге-
ля, могут служить в  том числе и  для доставки 
различных факторов. В частности, для улучше-
ния регенерации ткани суставного хряща была 
разработана полуразлагаемая гидрогелевая 
система SF-PEGDMA (фиброин шелка и димета-
крилат полиэтиленгликоля — PEGDMA) с помо-
щью механизма физического и  фотосшивания 
для хондрогенеза. Система содержала наноча-
стицы PLGA, нагруженные трансформирующим 
фактором роста (TGF)-β1, стволовыми клетками 
пульпы зуба и  основным фактором роста фи-
бробластов (bFGF). Эта двойная система достав-
ки способствовала жизнеспособности клеток, 
пролиферации и  хондрогенной дифференци-
ровке в месте дефекта с образованием хрящепо-
добной структуры [22].

2.3. Вакцины на основе функциональных 
вирусоподобных частиц
Помимо рекомбинантных факторов роста, 
в  системах экспрессии тутового шелкопряда 
возможно получение вирусоподобных частиц 
(VLP), выступающих в  качестве альтернативы 
вакцинам, которые не обладают способностью 
к репликации, не имеют вредных эффектов и не 
являются патогенными. VLP использовались 
в  качестве вакцин благодаря их способности 
стимулировать сильные клеточные и гумораль-
ные реакции в  качестве прямых иммуноге-

нов [23]. Они аналогичным образом имитируют 
структуру нативных вирусов. Следовательно, 
они могут усиливать выработку нейтрализую-
щих антител против вирусов, представляя со-
бой безопасную альтернативу вакцинам с атте-
нуированными живыми вирусами [24].

2.4. Рекомбинантный шелк паука
Нити из паучьего шелка обладают исключи-
тельными механическими свойствами, такими 
как прочность, эластичность и  низкая плот-
ность, которые достигают максимальных зна-
чений по сравнению с  другими волокнистыми 
материалами. Эти свойства делают их привле-
кательными для разработки инновационных 
материалов для медицинской или технической 
продукции, а также косметики. Однако при вы-
ращивании пауков не удается достичь больших 
объемов шелка из-за каннибалистического по-
ведения этих животных. Чтобы получить белки 
паучьего шелка (спидроины) в  больших мас-
штабах, предпринимаются попытки реком-
бинантного производства в  различных систе-
мах экспрессии, таких как растения, бактерии, 
дрожжи, насекомые, тутовые шелкопряды, 
клетки млекопитающих и  животные  [25]. Зна-
чимым событием в этом контексте и в области 
молекулярной инженерии тутового шелкопря-
да является фундаментальная работа в области 
получения высокопрочных цельных волокон 
паучьего шелка с использованием трансгенных 
тутовых шелкопрядов. J. Mi и соавт. (2023) при-
менили редактирование генов с  помощью тех-
нологии редактирования генов (CRISPR/Cas9), 
чтобы успешно синтезировать цельные поли
амидные волокна паучьего шелка из трансген-
ных тутовых шелкопрядов [26].

2.5. Другие значимые рекомбинантные 
биоматериалы
К категории данных материалов возможно от-
нести биоматериалы, также получаемые с помо-
щью методов молекулярной инженерии, такие 
как рекомбинантные человеческие: фибриноген 
(rFib), лактоферрин (hLF), фибронектин (rhFN), 
рекомбинантные белки E-selectin, проколлаген 
III типа, коллаген I и II типа, а также бифункци-
ональные и  модифицированные шелковые ма-
териалы, в том числе материалы с включенны-
ми синтетическими аминокислотами и волокна 
шелка, обогащенные антимикробными пеп-
тидами. Сводные данные по рекомбинантным 
и другим производным продуктам представле-
ны в таблице 1.
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Таблица 1. Биоматериалы, полученные с использованием методов молекулярной инженерии B. mori

Производные биоматериалы Характеристики и преимущества

Факторы роста, получаемые с помощью методов транзиентной (вирусной) экспрессии

Костный морфогенетический белок-2 
(rhBMP-2) [27]

Является широко используемым фактором роста при регенерации 
костей благодаря его высокой активности и способности индуцировать 

остеогенную дифференцировку остеобластов и предшественников 
остеобластов [28]

Кислый фактор роста фибробластов 
(aFGF) [29]

Играет важную роль в восстановлении повреждений 
и ремоделировании взрослых тканей в дополнение к эмбриональному 

развитию и регуляции метаболического гомеостаза [30]

Основной фактор роста фибробластов 
(bFGF) [29, 31]

Обычно используется для регенерации тканей и в качестве важного 
компонента в культуральных средах для поддержания индуцированных 

плюрипотентных стволовых (iPS) клеток и эмбриональных стволовых 
(ES) клеток в недифференцированном состоянии [31]

Двойной фактор роста стволовых клеток 
(rdhSCF) [32]

Способствует выживанию, пролиферации и дифференцировке 
гемопоэтических клеток [32]

Морфогенетический белок 4 кости 
человека (BMP4) [33]

Представляют собой цитокины с сильной способностью к образованию  
новой костной ткани [34]

Гранулоцитарно-макрофагальный 
колониестимулирующий фактор  
(hGM-CSF) [35]

Широко используемый в качестве терапевтического средства, 
направленного на нейтропению, у онкологических больных, 
проходящих химиотерапию, а также у пациентов со СПИДом  

или после трансплантации костного мозга [35]

Факторы роста, получаемые с помощью стабильной трансформации зародышевой линии  
(трансгенные шелкопряды)

Кислый фактор роста фибробластов 
(haFGF) [36]

Действует как сильный митоген, стимулируя пролиферацию 
многих типов клеток мезодермального, энтодермального 

и нейроэктодермального происхождения, и, соответственно, 
считается, что он играет важную роль в регуляции ангиогенеза 
и неоваскуляризации во время развития и заживления ран [37]

Фактор роста фибробластов-7  
(FGF-7) [38]

Индуцировал пролиферацию и дифференцировку кератиноцитов 
в 3D-культуре, способствуя образованию многослойного 

эпидермиса, экспрессирующего белки-маркеры положительной 
дифференцировки [38]

Эпидермальный фактор роста (hEGF) [39]

Может существенно способствовать пролиферации эмбриональных 
клеток, клеток кожи, эндотелиальных клеток и фибробластов, 

привлекает все большее внимание в области лечения язв 
и заживления кожных ран [40]

Нейротрофический фактор 
(нейротрофин-4 — NT-4) [41]

Играет важную роль в поддержании выживания нервных клеток, 
регуляции дифференцировки и апоптоза нейронов и содействии 

восстановлению повреждений нервов [41]

Фактор роста тромбоцитов человека 
(PDGF) [42]

Анализы биологической активности показали, что очищенный 
рекомбинантный PDGF-BB способен значительно стимулировать рост, 

пролиферацию и миграцию клеток линии эмбриональных фибробластов 
мыши (NIH/3T3). Является основным терапевтическим белком, 

пользующимся большим спросом в клинических условиях (в качестве 
эффективного митогена и ранозаживляющего агента) [42]

Другие значимые рекомбинантные биоматериалы

Рекомбинантный фибриноген (rFib) [43]

Фибриноген из крови человека используется в качестве основного 
компонента коагулянтов, в том числе хирургических тканевых 

герметиков. Ожидается, что разработка рекомбинантного 
человеческого фибриногена (rFib) устранит риски инфекций, 

передающихся через кровь [43]

Рекомбинантный лактоферрин (hLF) [44]
Множественный биофункциональный белок, регулирующий 

иммунный ответ и, таким образом, имеющий большие перспективы 
для облегчения иммуносупрессии, вызванной химиотерапией [44]
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Производные биоматериалы Характеристики и преимущества

Рекомбинантные белки E-selectin [45]
Играют ключевую роль в обеспечении взаимодействий, участвующих 
в клеточной адгезии и миграции, а также в основных процессах, таких 

как иммунные реакции, метастазирование и трансплантация [45]

Рекомбинантные фибронектины 
человека: фибронектин Neosilk®, плазма, 
и фибронектин Neosilk®, клеточный [46]

Является важным белком внеклеточного матрикса и широко 
используется в качестве каркаса для клеточной культуры, 

но коммерчески доступные фибронектины обычно получают из крови, 
что несет в себе риск заражения патогенами и изменчивости 

от партии к партии [46]
Рекомбинантный проколлаген III 
типа [47], рекомбинантный коллаген 
типа II [48], рекомбинантный коллаген 
типа I [49]

 Рекомбинантные коллагены потенциально могут быть использованы 
в качестве белковозаместительной терапии у пациентов, страдающих 

генетическими нарушениями, вызванными мутациями в генах 
коллагена [50]

Вакцины на основе функциональных вирусоподобных частиц

Рекомбинантная белковая вакцина 
VP1 норовируса человека, а также 
белок S коронавируса SARS-2 [51]

Рекомбинантные белковые вакцины с использованием тутового 
шелкопряда, который имеет преимущество в производстве 

таких трудноэкспрессируемых вакцинных антигенов, особенно 
вирусоподобных частиц [51]

Поверхностный белок Plasmodium vivax 
ookinete (Pvs25) [52]

Кандидат на вакцину, блокирующую передачу  
вируса (TBV) малярии [52]

Вакцина против гриппа на основе VLP 
(продуцирование в куколках шелкопряда 
Eri*) [53]

Вакцина HA VLP против птичьего гриппа (подтип H5) [53]

Вакцина против гриппа на основе VLP 
(продуцирование в куколках шелкопряда 
Eri [54]

Продемонстрировала успешную широкую защитную активность 
против вируса гриппа А [54]

Бифункциональные шелковые материалы
Бифункциональный шелк, полученный 
путем совместной экспрессии генов 
основного фактора роста фибробластов 
человека (FGF2) и трансформирующего 
фактора роста-β1 (TGF_β1) у тутового 
шелкопряда [55]

Улучшенная клеточная пролиферация и противовоспалительная 
активность [55]

Оболочки кокона с включенным 
фактором роста фибробластов-7  
(FGF-7) [56]

Требуют простых процессов при переработке (лиофилизация 
и распыление). Успешно использованы для индукции пролиферации 

и миграции кератиноцитов. Более того, FGF-7, включенный в оболочку 
кокона, после переработки продемонстрировал замечательную 

стабильность: более 70% биологической активности сохранялось 
после хранения в виде суспензии при 25 °C в течение 3 месяцев [56]

Модифицированные протеины шелка

Трансгенные шелкопряды с дефицитом 
фиброина [57, 58]

Упрощение методов экстракции и очистки протеинов шелка. 
Потенциальное использование в тканевой инженерии [57, 58]

Трансгенные шелкопряды, 
продуцирующие коконы, состоящие 
исключительно из фиброина [59]

Отсутствие необходимости удаления серицина (дегумирование). 
Потенциальное использование во всех сферах регенеративной 

и биомедицины [59]

Волокно, с микросомами серицина, 
диспергированными в фиброиновых 
фибриллах [60]

Повышаются водорастворимость и устойчивость фиброин-коллоида 
в железистой полости шелка, кристалличность, а также улучшаются 

механические свойства волокон кокона, влагопоглощение 
и влагоотделение шелка [60]

Включение синтетических аминокислот

Трансгенные шелкопряды, 
продуцирующие 
азидофункционализированное шелковое 
волокно (AzPhe или AzidoSilk) [61]

Включение синтетических аминокислот, несущих азидогруппы, придает 
волокнам новые функциональные возможности, таким образом 

позволяя создавать высокоэффективные биоматериалы, потенциально 
востребованные в здравоохранении и медицине [61]

Продолжение таблицы 1

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/vitronectin
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/coronavirinae
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2.6. Модификации протеинов шелка 
с использованием методов, нацеленных 
на улучшение механических характеристик
Рассматриваемые в  данном разделе методы 
направлены на улучшение в  том числе одной 
из важнейших качественных характеристик био
полимеров  — механических свойств. Вкратце, 
для эффективности имплантата важны доста-
точные механические свойства биоматериала, 
который будет использоваться в тканевой инже-
нерии. Такие факторы, как эластичность, проч
ность и абсорбция на границе раздела материа-
лов и их деградация, зависят от биостабильности 
каркасов и  имеют важное значение. В  общем, 
биополимерные каркасы должны иметь меха-
нические свойства, соответствующие месту им-
плантации, и  должны иметь прочность, необ-
ходимую для любой имплантации, требующей 
хирургической процедуры  [65]. Механические 
характеристики каркаса зависят от материа-
ла и  процесса производства, который влияет 
на структурные параметры, такие как геометрия, 
размер и форма пор [66, 67]. Свойства каркаса вы-
бираются в  соответствии с  необходимым при-
менением. Чтобы сохранить свою структурную 
целостность, каркасы также должны быть спо-
собны противостоять нагрузкам окружающей 
среды, возникающим во время эксплуатации. 
Кроме того, важно сбалансировать предельную 
прочность и соответствие окружающим тканям 
при построении каркасов для несущих нагрузок, 
например в костной тканевой инженерии. Таким 
образом, каркас должен иметь механические ха-
рактеристики, аналогичные кости [68, 69].

Механические характеристики полимерного 
каркаса тесно зависят от молекулярной массы 

и  кристаллических свойств полимера, которые 
также влияют на скорость и механизм деграда-
ции  [70]. D. Kochhar и  соавт. (2021) представили 
обзор по материалобиологии шелка, который 
обладает уникальными механическими свой-
ствами, секвестрацией биоактивных компонен-
тов, способностью к  разложению, четко опре-
деленной архитектуре и  биосовместимости, 
которые могут регулировать пространственно-
временные биохимические и биофизические ре-
акции  [71]. Кроме того, механические свойства 
внеклеточной среды (ECM) тесно связаны с пове-
дением клеток. Эти механические сигналы могут 
передаваться трансмембранными рецепторами, 
цитоскелетом или ядерным скелетом, регулируя 
таким образом экспрессию генов. Было показа-
но, что эластичность матрикса участвует в  вы-
живании, пролиферации и  дифференцировке 
клеток [72, 73]. Подходящие механические свой-
ства ЕСМ имеют решающее значение для гомео-
стаза клетки или ткани. За исключением костей, 
большинство тканей человека мягкие, о чем сви-
детельствуют значения модулей сжатия (моду-
лей Юнга) от 1 до 200 кПа [74–76].

Хорошо известно, что многие варианты прео-
бразований нативных форм природных био-
полимеров белковой природы как в  процессе 
первичной переработки, так и на этапах после-
дующих преобразований в  различные формы 
влекут изменение структурных характеристик 
и  механических характеристик. Интактная 
форма производных протеинов шелка при пер-
вичной переработке имеет отличные от сырья 
характеристики (подробнее — таблица 1. Меха-
нические свойства некоторых полимерных ма-
териалов, D. Wang и соавт., (2017)) [77].

Производные биоматериалы Характеристики и преимущества

Волокна шелка, обогащенные антимикробными пептидами

Трансгенная линия шелкопрядов, 
способных сверхэкспрессировать 
антимикробные пептиды цекропина 
В или морицина [62]

Полученные коконы характеризовались повышенными 
антимикробными свойствами, а полученное шелковое волокно 

было способно ингибировать рост бактерий грамотрицательной 
Escherichia coli [62]. Антимикробные пептиды — основные эффекторы 

врожденного иммунитета [63]

Рекомбинантный шелк паука

Высокопрочные цельные волокна 
паучьего шелка с использованием 
трансгенных шелкопрядов [64]

Волокна продемонстрировали впечатляющую прочность на разрыв 
1299 Мпа и ударную вязкость 319 МДж/м3 [64]

Примечание: Порода тутового шелкопряда Eri использовалась в силу преимущественных морфологических характери-
стик по отношению к японским породам тутового шелкопряда.

Продолжение таблицы 1
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Некоторые методы, используемые для улучше-
ния механических характеристик протеинов 
шелка, представлены в таблице 2.

3. Биотехнологии и биоматериалы этапа DSP
В нисходящем процессе основные биотехноло-
гические решения направлены: на переработку 
сырья  — оболочку кокона, с  целью получения 
различных форм производных продуктов; вы-
деление и  очистку рекомбинантных производ-
ных, если целевым продуктом являлись реком-
бинантные белки и вирусоподобные частицы.

3.1. Методы выделения и очистки 
рекомбинантных белков
Исходя из места продуцирования рекомби-
нантных производных: в гемолимфе, жировом 
теле тутового шелкопряда, в  оболочке кокона 
или в  куколке, используются различные ва-
рианты экстракции и  выделения. В  частности 
(или  вкратце), R.  Minkner и  соавт. (2020) пред-

ставили системный вариант по эффективной 
очистке рекомбинантного белка из гемолимфы 
личинок тутового шелкопряда, позициониру-
емый в  качестве первого протокола, позволя-
ющего масштабировать его и для промышлен-
ного использования  [88]. Варианты очистки 
и  рефолдинга для рекомбинантного haFGF, 
экспрессированного в  коконах трансгенно-
го шелкопряда, представлены F. Wang и  соавт. 
(2015)  [36]. Магнитные наночастицы (MNPs) 
были исследованы как подходящий инстру-
мент для очистки белков из сложного матрикса 
жирового тела тутового шелкопряда [89]. H. Yagi 
и  соавт. (2020), представляя метод экспрессии 
меченных изотопами гликопротеинов куколка-
ми тутового шелкопряда, описали в том числе 
и метод экспрессии и очистки рекомбинантно-
го IgG (подробное описание  — раздел 2.2)  [90]. 
Вариант очистки вирусоподобных частиц VP1-
VLP норовируса  — T.  Kusakabe (2023) (подроб-
нее — раздел 2.5) [51].

Таблица 2. Модификации, направленные на улучшение механических характеристик биоматериалов протеинов шелка

Методы Характеристики и преимущества

Методы, основанные 
на ограничении внешнего 
пространства при завивке 
кокона [78, 79]

Модифицированные коконы по сравнению с обычными коконами показали 
прочность на разрыв и модуль Юнга увеличенные на 44 и 100% соответственно. 

Термические и механические свойства значительно улучшаются. Имеет 
потенциальное применение в производстве высокоэффективных композитов 

и биомиметических материалов [78, 79]

Шелк сухого прядения 
(завивка кокона проводится 
при относительной  
влажности <4% и температуре 
22 ± 2 °C) [80]

Шелковое сырье демонстрирует свойства текучести, очень похожие  
на свойства нативного непряденного шелка. Метод позволяет снизить уровень 

кристалличности β-листа в получаемом сырье, что в дальнейшем упрощает  
условия переработки [80]

Способ прямого кормления 
наночастицами металлов: 
Cu, Fe и TiO 2 [81, 82], 
серебра [82]; диоксида 
титана [81, 83], оксида 
железа [84], наночастицы: 
на основе углерода 
и графена [85]

Установлено, что SF с наночастицами Cu или Fe обладают значительно лучшими 
механическими свойствами, а основная структура СФ хорошо сохраняется [81]. 

Поглощение наночастиц диоксида титана (TiO2) шелкопрядами позволяет получить 
модифицированный шелк с улучшенной прочностью на разрыв и удлинение 
при разрыве [83]. По сравнению с обычным SF полученный MSF (магнитные 
шелковые волокна фиброина) обладает не только ожидаемыми магнитными 

свойствами, но также повышенной термической стабильностью и механическими 
свойствами [84]. Спектроскопическое исследование показало, что добавки 

наноуглеродов препятствуют конформационному переходу фиброина шелка 
от случайного клубка и α-спирали к β-листу, что может способствовать увеличению 

модулей удлинения при разрыве и прочности [85]

Сверхпрочный 
флуоресцентный шелк, 
полученный путем кормления 
B. mori углеродными 
наноточками (CND) [86]

Прочность на разрыв и удлинение флуоресцентного шелка CNDs-1,25 достигали 
521,9 ± 82,7 МПа и 19,2 ± 4,3% соответственно, что значительно выше, чем 

у обычного шелка, и сравнимо с шелками, модифицированными путем 
последующей обработки. Потенциально полезны в биовизуализации и других 

приложениях [86]

Метод кормления 
нанокаплями жидкого 
металла, покрытыми 
альгинатом [87]

Шелк, обладающий высокой способностью к растяжению, продемонстрировал 
выдающиеся механические свойства по сравнению с обычным шелком благодаря 

прочности на разрыв 814 МПа и удлинению при разрыве до 70% — это самый 
высокий показатель, зарегистрированный на сегодняшний день. Метод позволит 

расширить производство многофункционального шелка [87]
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3.2. Технологические методы  
и биоматериалы из оболочки кокона
3.2.1. Фиброин (SF)
H. Yamada и  соавт. (2001), анализируя молеку-
лярную массу солюбилизированного фиброина, 
установили, что фиброин разрушается при нама-
тывании, дегумировании (удаление серицина) 
и растворении шелковых нитей. На основании этих 
исследований ими был предложен протокол полу-
чения солюбилизированного протеина, сохраня-
ющего свой нативный молекулярный размер, клю-
чевым пунктом которого является использование 
именно свежих коконов (коконы, собранные сразу 
после завершения прядения), а  не сухих или на-
мотанных шелковых нитей [91]. Методы обработ-
ки фиброина шелка для получения шелковых би-
оматериалов для различных применений в  виде 
конкретных протоколов, включающих методы 
извлечения и  изготовления: гидрогелей, трубок, 
губок, композитов, волокон, микросфер и тонких 
пленок, были представлены D. Rockwood и соавт. 
в  2011  году  [92]. Впоследствии новые исследова-
тельские работы были направлены на оптимиза-
цию и  улучшение технологических параметров 
процесса, установление взаимосвязей между ис-
пользуемыми технологическими методами и  ка-
чественными характеристиками производных 
продуктов. Замена стандартного протокола дегу-
мирования повторными кратковременными ми-
кроволновыми обработками позволила получить 
неразложившийся дегумированный фиброин 
шелка [93]. H. Kim и соавт. (2016) установили вли-
яние молекулярной массы (MW) SF на физические 
свойства (т.е. степень набухания, модуль сдвига, 
прозрачность), а также клеточную адгезию гидро-
гелей  [94]; взаимосвязь методов дегумирования 
и  очистки фиброина шелка как ключевого этапа 
в протоколе приготовления SF, влияющего на це-
лостность белка, средний размер, распределение 
и  поверхностный заряд частиц  [95]; дегумиро-
вание с  использованием папаина для получения 
высокомолекулярного SF  [96]; сравнительные ис-
следования получения высокомолекулярного фи-
броина с  использованием нейтральных протеаз, 
в котором бромелайн показал наилучшие резуль-
таты [97]; исследования фракций регенерирован-
ного фиброина шелка (RSF), установившие, что MW 
влияет на морфологию и  механические свойства 
нановолокон и губок, хотя никакого влияния MW 
на вторичную структуру или кристалличность 
изготовленных материалов не наблюдалось  [98]; 
комплексный обзор изготовления и  применения 
регенерированных шелковых фиброиновых мате-
риалов B. mori [99].

H. Kim и соавт. (2016) исследовали и установили 
влияние молекулярной массы (MW) SF на физиче-
ские свойства: степень набухания, модуль сдви-
га, прозрачность, а  также клеточную адгезию 
гидрогелей [94].  Взаимосвязь методов дегумиро-
вания и очистки фиброина шелка, как ключевого 
этапа в протоколе приготовления SF, влияющего 
на целостность белка, средний размер, распре-
деление и поверхностный заряд частиц, была ис-
следована G. Carissimi и соавт. (2019) [95]. Y. Feng 
и соавт. (2020) представили процесс дегумирова-
ния с  использованием папаина для получения 
высокомолекулярного SF  [96]. M. Aoki и  соавт. 
(2021) исследовали фракции регенерированного 
фиброина шелка (RSF), установив, что MW влия-
ет на морфологию и механические свойства на-
новолокон и  губок, хотя никакого влияния MW 
на вторичную структуру или кристалличность 
изготовленных материалов не наблюдалось [97]. 
X. Liu и соавт. (2023) провели сравнительные ис-
следования получения высокомолекулярного 
фиброина с  использованием нейтральных про-
теаз, в  котором бромелайн показал наилучшие 
результаты  [98]. Комплексный обзор изготовле-
ния и применения регенерированных шелковых 
фиброиновых материалов B. mori представлен 
K. Wang и соавт. (2023) [99].

3.2.2. Серицин (SS)
Серицин шелка — природный белок, извлечен-
ный из коконов тутового шелкопряда, широко 
изучался и  использовался в  биомедицинской 
области благодаря своей превосходной биоло-
гической активности и контролируемым хими-
ко-физическим свойствам. Серицин является 
биосовместимым и  естественным клеточным 
адгезивом, обеспечивающим прикрепление, 
пролиферацию и  дифференцировку клеток 
в  материалах на основе серицина. Более того, 
его многочисленные функциональные группы 
из вариативного аминокислотного состава по-
зволяют серицину химически модифицировать 
и  сшивать (возможность сшивать это свойство 
биополимера, направленное на получение ком-
позитных материалов с  улучшенными свойст-
вами) с образованием универсальных конструк-
ций, служащих альтернативными матрицами 
для биомедицинских применений. В последнее 
время серицин используется в различных типах 
биоматериалов для тканевой инженерии и  ре-
генеративной медицины, включая различные 
объемные конструкции (пленки, гидрогели, 
каркасы, каналы и  устройства) и  микронано-
препараты [100].
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Варианты получения и  экстракции серицина 
шелка основаны на таких аспектах, как рас-
творимость SS в  горячих растворах, исполь-
зование мыла, мочевины, ферментов, а  также 
щелочных или кислотных веществ, или таких 
устройств, как автоклавы, микроволновые печи 
и  т.п. Все они ориентированы на предотвра-
щение деградации серицина  [101]. Последую-
щим этапом является выделение SS, осуществ-
ляемое путем фильтрации с  использованием 
мембран, осаждения этанолом, а  также субли-
мационной или распылительной сушки  [102, 
103]. Соответственно, метод экстракции имеет 
большое значение, так как влияет на MW полу-
ченного серицина  [102, 103]. R. Bascou и  соавт. 
(2022) представили сравнительное исследова-
ние по бесхимическим методам экстракции SS. 
В отличие от традиционных методов «обескле-
ивания» карбонатом натрия и  нехимических 
методов (горячая вода и  микроволновая печь), 
микроволновое рафинирование показало наи
лучший выход при экстракции, при котором 
было восстановлено 99,8% серицина [104].

3.2.3. Композиты фиброина и серицина (SF и SS)
Новый подход в биомедицинской науке предпо-
лагает получение композиционных материалов. 
Материалы компонентов обычно имеют ряд не-
достатков, в  том числе механические свойства 
или плохая стабильность в  водной среде, по-
скольку они набухают, а затем растворяются [105, 
106]. Поэтому необходимо модифицировать ма-
териалы на основе полимеров путем добавле-
ния различных природных или синтетических 
полимеров  [107, 108]. С  целью получения био-
материалов, характеризующихся уникальными 
структурными и  механическими свойствами, 
с  лучшими физико-химическими свойствами, 
можно использовать смеси двух и более полиме-
ров [109]. S. Grabska-Zielińska и соавт. (2021) в сво-
ем обзоре привели и  обсудили методы улуч-
шения физико-химических и  биологических 
свойств материалов на основе шелка, предста-
вили сводные данные по широкой номенклатуре 
композиционных материалов: список компози-
ционных материалов на основе фиброина шелка 
с природными — 8 наименований и синтетиче-
скими полимерами  — 7  наименований для ис-
пользования в  биомедицинской области (табл. 
6); трехкомпонентные смеси  — 19  наименова-
ний для тканевой инженерии (табл. 7); перечень 
материалов на полимерной основе с  наличием 
неорганических добавок  — 6  вариантов по ос-
новным неорганическим добавкам (табл. 8) [109]. 

N. Johari и соавт. (2022) также классифицировали 
и обобщили смеси фиброина, в том числе и спи-
дроина, с  двумя группами природных и  син-
тетических полимеров, которые в  основном 
разработаны для улучшения и  модификации 
механических свойств и  стимуляции клеточ-
ного взаимодействия, такого как прикрепление 
клеток и  скорость пролиферации. Эти смеси 
разработаны для регенерации твердых и мягких 
тканей. Кроме того, в  процессе исследователь-
ской работы авторы выявили биомеханические 
закономерности, представленные в заключении: 
механические свойства, такие как прочность, 
модуль упругости и  удлинение, корректируют-
ся так, чтобы имитировать нативный внекле-
точный матрикс; кристалличность фиброина 
является основным фактором, определяющим 
механические свойства полимера, и изменяется 
в  зависимости от смешивания; если компонент 
смешивания взаимодействует с  фиброином по-
средством водородных или ковалентных связей, 
он может индуцировать структуру β-листа и по-
высить механические свойства до оптимального 
уровня; с другой стороны, уменьшение содержа-
ния фиброина снижает прочность из-за умень-
шения части β-листа; в  природных полимерах 
по мере снижения гидрофобности смеси молеку-
лы воды действуют как пластификатор и снижа-
ют ударную вязкость [110].

S. Suzuki и соавт. (2019) — одни из первых иссле-
дователей, которые изучали композиты фибро-
ина и  серицина. Они отметили, что поскольку 
и фиброин, и серицин обладают уникальными, 
а  также взаимодополняющими свойствами, 
они имеют потенциал для различных биомеди-
цинских применений, представив метод про-
изводства смесей фиброина и серицина за один 
этап путем обработки целых коконов и  после-
дующего изготовления мембран, которые были 
охарактеризованы и  оценены как субстраты 
для роста фоторецепторных клеток сетчат-
ки  [111]. Исследования, проведенные позднее 
(табл. 3), также выявили значительное улуч-
шение качественных характеристик компо-
зитных материалов. В частности, M. Li и соавт. 
(2022), использовав метод отжига горячей водой 
для получения смесей фиброина и  серицина 
шелка, исследовали в  том числе и  показатели 
механической прочности новых композитных 
пленок SF/SS, показавших значительно более 
высокие результаты в сравнении с чистой плен-
кой SF (подробнее  — табл. S2, дополнительные 
материалы) [112].
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Таким образом, в  контексте вышесказанного 
композитные материалы SF и  SS могут стать 
в ближайшей перспективе в силу своих превос-
ходящих качественных характеристик, «само-
достаточными» композитами или послужить 
основой для создания новых композиционных 
материалов с другими полимерами природного 
или синтетического происхождения.

4. Некоторые варианты использования 
биоматериалов протеинов шелка
Использование протеинов шелка в качестве за-
менителя фетальной бычьей сыворотки (FBS) 
для культуры клеток менее известно, но также 
важно в контексте регенеративной медицины.

Криоконсервация необходима для длительно-
го хранения островковых клеток и  повышения 
практичности клинической трансплантации 
островков. FBS с добавлением 10% диметилсуль-
фоксида (DMSO) обычно используется в качестве 
среды для замораживания островковых клеток. 
Однако в  идеале следует избегать использова-
ния FBS в культуре клеток и трансплантации. K. 
Ohnishi и  соавт. (2012), исследуя влияние белка 
серицина на криоконсервированные остров-
ки крысы, выявили, что не было существенных 
различий между замораживающей средой, со-
держащей 1% серицина, и  средой, содержащей 
10% FBS, в отношении выживаемости островков 
и  стимулированной секреции инсулина. После 

трансплантации островки быстро устраняли 
гипергликемию и  поддерживали нормальный 
гликемический контроль. Кроме того, использо-
вание 7% DMSO в качестве криопротектора с се-
рицином показало те же результаты, что и более 
высокие концентрации DMSO с FBS [115].

Y. Miyamoto и соавт. (2012) протестировали жиз-
неспособность и  адипогенный/остеогенный по-
тенциал человеческих ASC после замораживания 
в криоконсервирующей среде, содержащей сери-
цин (~30 кДа). Их экспериментальные результаты 
подтвердили, что криоконсервирующая среда 
с  серицином благотворно влияет на заморажи-
вание человеческих ASC. Эту бессывороточную 
среду для криоконсервации возможно широко 
использовать в регенеративной медицине, тран-
сплантации клеток и  биологических исследова-
ниях [116].

Y. Jo и соавт. (2019) исследовали протеина шелка 
с  целью разработки заменителя FBS с  использо-
ванием альтернатив, полученных из шелкопря-
да, таких как гемолимфа тутового шелкопряда, 
серицин шелка и фиброин шелка, которые обла-
дают различными физиологическими эффекта-
ми и эффектами стимулирования клеток и могут 
производиться массово. После создания культуры 
клеток уровни пролиферации клеток и  экспрес-
сии генов, связанных с  ростом клеток, сравни-
вали с  уровнями контрольных клеток (клетки, 

Таблица 3. Композиты фиброина и серицина (SF и SS), получаемые при первичной переработке

Методы Характеристики и преимущества

Метод производства смесей фиброина 
и серицина за один этап путем обработки 
целых коконов шелкопряда (последующая 
форма — мембрана) [111]

Смешанные мембраны механически прочнее фиброиновых 
мембран и приводят к значительному усилению пролиферации 

клеток. Метод, разработанный в этом исследовании, обеспечивает 
мембраны на основе шелка с улучшенными характеристиками 

для применения в тканевой инженерии [111]

Метод переработки целых коконов 
непосредственно для изготовления новых 
белковых композитов SS-SF (формы: пленки, 
губки, монолиты) [113]

Успешное изготовление белковых композитов SS-SF, эффективно 
сокращающее процесс изготовления материала и сохраняющее 

нативные свойства белков шелка. Продемонстрирована 
биосовместимость и низкая иммуногенность этих белковых 

композитных материалов [113]

Методы: раздельной и одновременной 
экстракции SF и SS, последующее 
изготовление гидрогелей [114]

Лиофилизированный композитный гидрогель, образованный 
SF и SS, можно использовать для улучшения заживления ран 

при низком иммунном ответе и др. [114]

Метод с использованием обжига кипящей 
водой для получения смесей фиброина 
и серицина шелка за один этап путем 
обработки целых коконов шелка (форма — 
пленка) [112]

Разработанные композитные пленки SF/SS имеют улучшенные 
механические свойства. Композитные пленки SF/SS эффективно 

регулируют зарождение, рост и агрегацию HAp-подобных 
минералов, а присутствие SS ускоряет раннюю минерализацию 

материалов на основе SF. Эти композитные пленки могут 
стать перспективными биоматериалами для восстановления 

и регенерации надкостницы. [112]
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культивированные в  среде с  10% FBS). Резуль-
таты показали, что экспериментальная группа, 
получавшая фиброин шелка, могла заменить 
10% FBS [117].

5. Обсуждение
Опираясь на инновационные методы созда-
ния трансгенных тутовых шелкопрядов, раз-
работанных в Японии, H. Sezutsu и соавт. (2018) 
сообщили о  создании платформы с  исполь-
зованием трансгенных B. mori для разработ-
ки фармацевтических и  медицинских прило-
жений  [118]. F.  Wang и  соавт. (2021) отмечали, 
что биоактивные молекулы, такие как факторы 
роста и антитела, могут совместно экспрессиро-
ваться с фиброином/серицином в процессе про-
изводства тутового шелкопряда; современная 

трансгенная биотехнология продемонстриро-
вала использование тутового шелкопряда в ка-
честве естественного биореактора для экспрес-
сии значительных количеств рекомбинантных 
чужеродных белков, и, таким образом, эти уси-
лия превратили древний шелковый материал 
в  новый универсальный биофункциональный 
биоматериал [113].

Помимо интенсивных научных исследований, 
увеличивается темп внедрения новых продуктов 
на основе биоматериалов шелка для практическо-
го использования. В частности, в апреле 2023 года 
компания Vaxess Technologies объявила о резуль-
татах испытаний, которые показали, что соста-
вы фиброина шелка Vaxess защищают липид-
ные наночастицы мРНК (LNPs) при высыхании 

Рис. Возможности биотехнологической платформы тутового шелкопряда для регенеративной медицины и биомеди-
цины

Биотехнологическая платформа тутового шелкопряда (B. mori)

Этап USP
Совокупность биотехнологических улучшений:
Молекулярная инженерия B. mori, получение:
 �факторов роста;
 �значимых рекомбинантных биоматериалов для регенеративной 

медицины и биомедицины;
 �антимикробных пептидов;
 �бифункциональных, модифицированных, обогащенных 

антимикробными пептидами материалов шелка;
 �рекомбинантного шелка паука;
 �вакцин на основе VLP.
Модификация протеинов шелка:
 �сырье с улучшенными механическими характеристиками

Этап DSP
Совокупность биотехнологических 
решений, направленных на получение 
базовых форм продуктов:
 �фиброина (SF);
 �серицина (SS);
 �композитов фиброина и серицина 

(SF и SS);
 �выделение и очистка 

рекомбинантных производных

Уникальная совокупность биоматериалов
Производные продукты с улучшенными или новыми качественными характеристиками

 �биосовместимость и биобезопасность;
 �биоразлагаемость и биорезорбируемость;
 �улучшенные механические свойства;
 �улучшенная несущая способность;
 �термостабильностью (до 250 °С);
 �способность управлять расположением клеток

 �стимулирование адгезии, пролиферации и дифференцировки 
клеток;

 �поддержание более высокой скорости регенерации тканей;
 �поддержание или повышение терапевтической эффективности;
 �снижение токсических побочных эффектов;
 �улучшение биодоступности и селективности

Последующие этапы преобразования в форму: 
гидрогелей, пленок, губок, микро- и наносфер, микро- и нановолокон, аэрогелей и др. при возможном 

одновременном создании композитных материалов с иными материалами (белковой природы, полисахаридами, 
липидами, неорганическими и синтетическими материалами, антибиотиками и др.)

Регенеративная медицина (генная терапия, клеточная терапия и продукты тканевой инженерии) и биомедицина
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и  сохраняют эффективность in vivo после хране-
ния при 37 °C в  течение двух недель. В  августе 
2023  года компания объявила о  сотрудничестве 
с  AstraZeneca для оценки прототипа вакцины 
против пандемического гриппа на основе РНК 
в формате пластыря [119]. В ЕС в рамках програм-
мы Horizon осуществляются проекты, направ-
ленные на изготовление глазных и коленных им-
плантатов нового поколения с  использованием 
производных протеинов шелка [120].

Рассматривая в комплексе известные биотехно-
логические улучшения традиционного шелко-
водства, мы видим, что их совокупность позво-
ляет получить широкий спектр биоматериалов, 
таким образом, представляя собой биотехно-
логическую платформу (рис.). Представленные 
в  блок-схеме базовые производные: фиброина 
и  серицина, получаемые на основном этапе 
преобразования сырья,оболочки кокона туто-
вого шелкопряда, — отнесены к данной катего-
рии исходя из возможности их лиофилизации 
с целью неограниченного хранения [92]. [Rock-
wood  — повтор и  др.] Лиофилизированный SF 
можно повторно растворить в  воде, муравьи-
ной кислоте или 1,1,1,3,3,3-гексафтор-2-про-
паноле (ГФИП) в желаемой концентрации [92]. 
Хранение серицина в  сухом состоянии и  по-
следующего путем растворения его в  горячей 
воде (например, при 90 °C в  течение 5  минут) 
для приготовления водного раствора сери-
цина были исследованы H. Lee и соавт. (2023), 
что подтвердило возможность его использова-
ния в биологических целях без проблем с хра-
нением [121]. Хотя в отношении композитов SF 
и  SS еще нет аналогичных исследований, воз-

можно с большой уверенностью, предположить 
достижение аналогичных результатов в хране-
нии после лиофилизации. Кроме возможности 
длительного хранения лиофилизированная 
форма продукта позволяет произвести его бес-
проблемную транспортировку в  любое место 
и  последующее преобразование в  необходи-
мые конечные формы.

6. Заключение
В совокупности биотехнологических решений, 
направленных как на улучшение производст-
венно-экономических показателей традицион-
ного шелководства, так и  на получение новых 
видов продуктов, одним из ключевых является 
возможность выращивания B. mori с  исполь-
зованием искусственной питательной сре-
ды (ИПС). Разработанная в  РФ ИПС позволяет 
стабильно выращивать тутового шелкопряда 
в  течение всего года, открывая возможности 
для практической реализации представленных 
в  обзоре биотехнологий тутового шелкопря-
да. Таким образом, совокупность улучшений 
в  целом представляет собой уникальную био-
технологическую платформу на основе B. mori, 
способную удовлетворить значительную часть 
потребностей регенеративной медицины и био-
медицины в биоматериалах.
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Аннотация
Перспективность технологий редактирования генома (ТРГ) для генной терапии стала 
одним из ключевых драйверов развития в  области лечения моногенных наследствен-
ных заболеваний. Однако общий консенсус исследователей, разработчиков и  многих 
клиницистов заключается в том, что в ряде случаев баланс риска и пользы от препара-
тов, основанных на ТРГ и CRISPR/Cas9, в частности, к настоящему времени изучен недо-
статочно полно. Тем не менее 3 декабря 2023 года Управление по санитарному надзору 
за качеством пищевых продуктов и медикаментов (FDA) США одобрило вывод в обраще-
ние двух препаратов для лечения серповидноклеточной анемии. Один из них («Casgevy») 
является клеточным продуктом, состоящим из CD34+ аутологичных гематопоэтических 
стволовых клеток, в которых с помощью системы CRISPR/Cas9 удается увеличить про-
дукцию фетального гемоглобина, что приводит к  компенсации состояния пациентов. 
Таким образом, впервые в мировой практике одним из ведущих регуляторов осуществ-
лена регистрация не просто генетически модифицированного клеточного продукта, 
а продукта, полученного с помощью ТРГ. Этому историческому событию и его важности, 
а также возможным последствиям посвящено данное короткое сообщение.

Ключевые слова: генная терапия, редактирование генома, наследственные заболева-
ния, FDA США, серповидноклеточная анемия
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Abstract
The promise of genome editing technologies (GETs) for gene therapy is one of the key drivers 
for development of this field to treat monogenic hereditary diseases. However, the general con-
sensus of research community and many physicians is that in some cases the balance of risk and 
benefit of GET-based drugs and CRISPR/Cas9, in particular, has not been fully studied to date. 
However, on December 03, 2023, the US Food and Drug Administration (FDA) approved market-
ing of two products for sickle cell disease. One of them (“Casgevy”) is a cellular product consist-
ing of CD34+ autologous hematopoietic stem cells, in which, using the CRISPR/Cas9 system, 
it was possible to increase the production of fetal hemoglobin, which leads to compensation 
of patient’s condition. Thus, for the first time in world practice, national regulator has approved 
not just a genetically modified cell product, but a product obtained using GET. This short mes-
sage is dedicated to this historical event and its importance, as well as possible consequences.
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К настоящему времени ключевым подходом 
к  лечению моногенных наследственных забо-
леваний стала генно-заместительная терапия, 
после которой нормальная копия гена, достав-
ленная с помощью вектора, сосуществует с му-
тантной. Значительный интерес к  технологи-
ям редактирования генома (ТРГ) с момента их 
открытия был связан с  возможностью именно 
стойкого исправления поломок в  составе на-
тивных элементов генома. Тем не менее реаль-
ная перспектива практического использования 
ТРГ в  генной терапии возникла именно поле 
открытия возможности использования систе-
мы CRISPR/Cas9  в  клетках млекопитающих. 
Однако, как это часто бывает, значительные 
ожидания в биомедицинской науке связаны и с 
существенными рисками и  даже скандальны-
ми попытками редактирования и  сохранения 
эмбрионов человека. Несмотря на важность 
этих исследований с позиции принципиальной 

демонстрации возможностей ТРГ, они прине-
сли отрасли существенный репутационный 
ущерб и  создали определенный резонанс, ко-
торый сопровождал многих исследователей, 
неукоснительно соблюдавших все этические 
требования в своей работе.

Тем важнее сразу же после исторического реше-
ния FDA США сделать акцент на важности та-
ких прецедентов для прогресса генной терапии 
как направления. Одобренный для применения 
препарат «Casgevy» (эксагамглоген аутотемсел) 
предназначен для пациентов с  серповидно-
клеточной анемией. От этого наследственно-
го заболевания только в  США страдает не ме-
нее 100 тыс. человек, что составляет примерно 
20% от общемировой популяции  [1]. В  РФ это 
заболевание встречается относительно редко, 
в  основном в  приграничных с  Азербайджаном 
областях  [2]. Это тяжелое и  жизнеугрожающее 
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состояние с  учетом его орфанного статуса, не-
сомненно, является логичным показанием 
для клеточной и генной терапии, а потенциаль-
ный баланс риска и  пользы оправдывает уско-
ренный вывод в обращение, который был пред-
принят FDA в  рамках протоколов прорывной 
терапии (“fast track” и “breakthrough accelerated 
approval priority review”).

«Casgevy» представляет собой модифициро-
ванные аутологичные гематопоэтические ство-
ловые клетки (ГСК), получаемые из перифери-
ческой крови после мобилизации с  помощью 
колониестимулирующих факторов. Получен-
ные аферезом и  обогащенные по CD34+ фено-
типу ГСК далее ex vivo подвергаются процедуре 
редактирования с  помощью системы CRISPR/
Cas9, суть которой заключается в  разрушении 
сайта связывания транскрипционного фактора 
GATA1  в  энхансерной области, взаимодейству-
ющей с  геном BCL11A. Итогом такой манипу-
ляции становится резкое падение экспрессии 
BCL11А, которое приводит к  росту экспрессии 
гамма-глобина и формированию фетального ге-
моглобина [3].

Трансфузия полученного таким образом кле-
точного препарата после проведения миело
аблятивной химиотерапии приводила к успеш-
ной интеграции ГСК в  100% случаев (n  = 44). 
К  моменту принятия FDA решения об одобре-
нии «Casgevy» из 31  пациента, получившего 
его в рамках клинических исследований и до-
ступного для проспективной части, у 29 (93,5%) 
не было отмечено ни одного эпизода вазоок-
клюзивных кризов, являющихся одним из наи-
более опасных проявлений серповидноклеточ-
ной анемии [1, 3]. Таким образом, основанием 
для ускоренной регистрации стали убедитель-
ные данные об эффективности нового препа-
рата в ситуации, когда альтернативные методы 
лечения оказываются неэффективными, а  па-
циенты постоянно нуждаются в поддерживаю-
щих переливаниях эритроцитарной массы.

В целом данный прецедент имеет важнейшее 
значение для истории развития генной тера-
пии, и следует обсудить некоторые его научные 
и этические аспекты.

Помимо логичного и обоснованного показания, 
а также аутологичного протокола применения 
модифицированных ГСК, ключевым с  точки 
зрения безопасности является применение ТРГ 

ex vivo. При этом не происходит доставки век-
тора, несущего редактор генома, в  организм 
и исключается внесение нецелевых изменений 
в хроматине. Кроме того, обогащение первично 
выделенных клеток по маркеру CD34 дополни-
тельно повышает чистоту вводимого клеточно-
го продукта. Важным достижением является 
и  то, что применение ТРГ не привело к  ухуд-
шению успешности трансплантации, и в 100% 
случаев было достигнуто успешное приживле-
ние введенного клеточного материала.

С точки зрения общественности также важ-
но и  предостеречь от некорректной трактов-
ки этой новости. Принцип действия «Casgevy» 
и  материал, используемый для его получения, 
исключают передачу внесенных генетических 
изменений последующим поколениям. Таким 
образом, данный препарат придерживается 
ключевого принципа генной терапии и  не за-
трагивает зрелые половые клетки (сперматозо-
иды и яйцеклетки), а также ооциты и спермато-
гониальные стволовые клетки. Таким образом, 
данный препарат принципиально не отличает-
ся от достаточно широкого спектра генно-тера-
певтических клеточных продуктов, основанных 
на модификации аутологичного материала ex 
vivo для последующей трансплантации донору. 
Корректным следует признать и обоснованный 
выбор когорты пациентов  — подросткового 
и  взрослого возраста, что исключает тяжелей-
шие репутационные и этические выборы, стоя-
щие перед врачами и разработчиками при вхо-
ждении в  педиатрическую практику, особенно 
в младенчестве и самом младшем возрасте.

Прогресс генной терапии неоднократно замед-
лялся из-за неблагоприятных событий, связан-
ных с безопасностью разработанных векторных 
систем, в т.ч. и приводивших к гибели пациен-
тов. Однако в случае клеточных продуктов к на-
стоящему времени не зафиксировано ни одного 
достоверно связанного с  ними случая гибели 
реципиента. Таким образом, несмотря на ка-
жущуюся комплексность и  сложность задачи 
обеспечения безопасности новых классов кле-
точных продуктов, в  т.ч. на основе ТРГ, к  на-
стоящему времени отрасль, разработчики и ре-
гуляторы справлялись с  этим вызовом. Нельзя 
не отметить, что применение Gasgevy стало 
возможным за счет многолетнего опыта транс
плантации ГСК, который составляет десятки 
тысяч успешных случаев применения этой про-
цедуры при гематологических заболеваниях. 
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Из ключевых фундаментальных вопросов, ко-
торые будут еще долго оставаться в поле зрения 
исследователей, особняком стоит вопрос того, 
как применение ТРГ влияет на эпигенетиче-
ский статус ГСК [4, 5]. Действительно, если в от-
ношении последовательности ДНК и  внесения 
нецелевых изменений исследователи в  состоя-
нии отследить их с  помощью секвенирования 
(в т.ч. полногеномного), то в отношении эпиге-
нома существующие возможности недостаточ-
ны. Пробелы в  знаниях о  функционировании 
эпигеномных систем приводят к  невозможно-
сти предусмотреть и объективно оценить влия-
ние ТРГ на их регуляцию, что требует дополни-
тельной настороженности в  этом вопросе. Тем 
не менее не вызывает сомнений, что фундамен-
тальный прогресс в этой области в будущем по-
зволит нам снять и эти вопросы [6].

Наконец, нельзя не отметить и роль регулятора 
в этом решении — разработка и внедрение FDA 
США соответствующих треков и процедур реги-
страции прорывных и орфанных продуктов яв-
ляется залогом быстрого доведения их до целе-
вых пациентских групп. Эти лучшие практики 
должны изучаться и  по возможности активно 
внедряться и  в российском здравоохранении, 
особенно с  учетом формирования наднацио-
нальных процедур Евразийского экономическо-
го сообщества и  его единого рынка продуктов 
передовой терапии.

Следует отметить, что к  настоящему време-
ни существует реальная перспектива первых 
регистраций системно вводимых препаратов 
на основе ТРГ. Так, перспективный кандидат, 
использующий систему CRISPR/Cas9 и получив-
ший название NTLA-2002, в  2022  году показал 
первые обнадеживающие данные у  пациентов 
с наследственным ангионевротическим отеком. 
Выключение с  его помощью гена калликреина 

(KLKB1) привело к снижению уровня этого бел-
ка и улучшению течения заболевания у 6 паци-
ентов, получивших NTLA-2002 в низкой (25 мг) 
и высокой дозах (75 мг) [7]. Такого рода препара-
ты зачастую сложнее дозировать и отслеживать 
с позиции кинетики, однако их необходимость 
и  целесообразность применения не вызыва-
ет сомнений, и можно предполагать, что успех 
«Casgevy» позволит активнее продвигаться 
в регистрацию новым кандидатам с системным 
введением.

Таким образом, хотя обсуждаемое решение FDA 
не выделялось в  череде других новостей о  ре-
гистрации клеточных продуктов и  выводе их 
на рынок США, нельзя исключать, что с  этого 
момента началось развитие новой отрасли ген-
ной терапии с применением ТРГ. Все масштабы 
и последствия этого мы сможем оценить позже, 
т.к. одновременно с  этим начинается и  пери-
од наблюдения и  тщательного анализа любых 
сигналов о  кратко- и  долгосрочной безопасно-
сти этого класса препаратов. И долг профессио
нального сообщества  — объективно оценивать 
и  принимать во внимание как позитивные ре-
зультаты, так и возможные риски и негативные 
исходы, что позволит обеспечить новую планку 
безопасности для пациентов.
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Аннотация
Ангиогенез необходим при регенерации органов и тканей, поскольку кровеносные сосуды 
обеспечивают снабжение питательными веществами и кислородом. Внеклеточные везику-
лы, секретируемые мезенхимальными стволовыми/стромальными клетками, принимают 
активное участие в стимуляции процессов ангиогенеза счет содержащихся в них проангио
генных факторов роста и микроРНК. МикроРНК, короткие некодирующие молекулы РНК, 
играют ключевую роль в ангиогенезе, регулируя пролиферацию, дифференцировку, апо
птоз и миграцию эндотелиальных клеток, а также экспрессию генов на посттранскрипци-
онном уровне. В настоящей работе мы оценили влияние внеклеточных везикул, содержащих 
микроРНК Plaur-miR1-5р, на ранние этапы ангиогенеза, а именно на миграцию/пролифера-
цию сосудистых клеток и формирование капилляроподобных структур. Plaur-miR1-5р была 
открыта нами недавно, она экспрессируется с гена урокиназного рецептора (Plaur), однако 
ее функции остаются не изученными. Мы показали, что Plaur-miR1-5р входит в состав вне-
клеточных везикул и регулирует формирование капилляроподобных структур на модели 
сосудистого колечка в Матригеле. Используя биоинформатический анализ, мы идентифи-
цировали возможные гены-мишени Plaur-miR1-5р, вовлеченные в  регуляцию ангиогене-
за. Данное исследование углубляет понимание фундаментальных процессов регуляции 
ангиогенеза с участием внеклеточных везикул и содержащихся в них микроРНК, а также 
расширяет наши представления о функции гена Plaur.

Ключевые слова: микроРНК, урокиназный рецептор, ангиогенез, uPAR, внеклеточные 
везикулы, мезенхимальные стволовые клетки, Plaur
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Abstract
Angiogenesis plays a crucial role in tissue and organ regeneration by supplying essential nutri-
ents and oxygen through the development of new blood vessels. Mesenchymal stem/stromal cells 
release extracellular vesicles that actively contribute to angiogenesis by carrying pro-angiogenic 
growth factors and microRNAs. MicroRNAs, small non-coding RNA molecules, are central players 
in angiogenesis, affecting endothelial cell proliferation, specialization, migration, apoptosis, and 
post-transcriptional gene expression.
In the present study, we investigated the impact of extracellular vesicles containing Plaur-miR1-
5p microRNAs on angiogenesis, specifically focusing on its initial stages: vascular cell migration 
and the formation of capillary-like structures. Recently we discovered Plaur-miR1-5p, which is 
encoded within the urokinase receptor gene (Plaur). However, the functions of this microRNA 
remain largely unexplored. Using a vascular ring model embedded in Matrigel, we demonstrate 
that Plaur-miR1-5p is encapsulated within extracellular vesicles and plays a  regulatory role in 
capillary-like structure formation. Moreover, applying bioinformatic analysis, we have identified 
potential target genes of Plaur-miR1-5p that participate in the regulation of angiogenesis.
This study advances our comprehension of the fundamental processes governing angiogenesis, 
particularly the involvement of extracellular vesicles and microRNAs. Moreover, it sheds light on 
the functional aspects of the Plaur gene, contributing to a more profound understanding of its role 
in regulation of angiogenesis.

Keywords: microRNA, urokinase receptor, angiogenesis, uPAR, extracellular vesicles, mesen-
chymal stem/stromal cells, Plaur
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Список сокращений:

ЭК — эндотелиальные клетки

ВВ — внеклеточные везикулы

МСК — мезенхимальные стволовые/стромальные клетки

МСК-ЖТ — мезенхимальные стволовые/стромальные клетки из жировой ткани

uPAR — урокиназный рецептор

uPA — урокиназа

ММР-2 — матриксная металлопротеиназа 2

ФБС — фетальная бычья сыворотка

DMEM — Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium

ПЦР-РВ — полимеразная цепная реакция в реальном времени

Введение
Ангиогенез естественным образом происходит 
в организме в эмбриогенезе и во взрослом орга-
низме, а также в ответ на повреждение, требу-
ющее восстановления кровоснабжения тканей 
и  заживления ран. Образование новых крове-
носных сосудов происходит за счет миграции, 
пролиферации и  дифференцировки эндоте-
лиальных клеток (ЭК), а  также последующей 
стабилизации образовавшихся сосудистых от-
ростков с участием перицитов и гладкомышеч-
ных клеток  [1]. Известно, что мезенхимальные 
стволовые/стромальные клетки (МСК) прини-
мают активное участие в процессах ангиогенеза 
посредством продукции целого ряд факторов 
роста, цитокинов и хемокинов в виде раствори-
мых факторов или в  составе внеклеточных ве-
зикул (ВВ) [2]. Локальное и системное введение 
МСК, выделенных из жировой ткани (МСК-ЖТ), 
способствует увеличению количества сосу-
дов в  тканях с  нарушенным кровоснабжением, 
приводит к  улучшению кровотока и  уменьше-
нию или исчезновению симптомов ишемии, 
что было показано на моделях ишемии конеч-
ности и инфаркта миокарда у эксперименталь-
ных животных [3].

Такие эффекты МСК в основном определяются 
их способностью секретировать ВВ. Считается, 
что ВВ являются наиболее важными участни-
ками межклеточной коммуникации: они тран-
спортируют различные биоактивные молеку-
лы, которые далее могут эндоцитироваться 
соседними клетками, что запускает различ-
ные сигнальные каскады в  клетках-реципиен-
тах. Состав ВВ весьма разнообразен и  зависит 
как от состояния клетки-донора, так и от ее ми-
кроокружения. ВВ принимают участие в  фор-

мировании, росте и  созревании сосудистой 
системы, а  их потенциальное терапевтическое 
применение в регенеративной медицине и при 
заболеваниях, связанных с  недостаточным ан-
гиогенезом, вызывает растущий интерес  [4]. 
Так, терапевтическое действие ВВ было проде-
монстрировано на модели инфаркта миокар-
да у крыс: было показано, что ВВ, продуцируе-
мые МСК костного мозга, эндоцитируются ЭК, 
что стимулирует образование капилляропо-
добных структур in vitro и способствует ангио-
генезу in vivo [5]. В основе этих эффектов лежит 
активация (NF)-κB сигнального пути, регули-
рующего транскрипцию генов проангиогенных 
белков  [6]. Для ВВ, полученных из среды куль-
тивирования МСК-ЖТ, также было показано те-
рапевтическое действие. В  состав ВВ МСК-ЖТ 
входят такие факторы роста, как PDGF, FGF, EGF, 
VEGF, SCF и c-kit, которые стимулируют неова-
скуляризацию, что приводит к улучшению фун-
кции сердца после ишемического повреждения 
на модели инфаркта миокарда у крыс [5, 7]. Од-
нако наибольший интерес вызывают малые не-
кодирующие РНК (микроРНК) в составе ВВ, име-
ющие широкий спектр функций в клетке, в том 
числе задействованных в регуляции процессов 
ангиогенеза.

МикроРНК представляют собой небольшие 
некодирующие РНК (~22  нт), которые взаимо-
действуют с  3’-нетранслируемыми концами 
(UTR) мРНК-мишеней, ингибируя трансля-
цию [8]. ВВ, полученные из среды культивиро-
вания МСК-ЖТ, содержат большое разнообра-
зие микроРНК различного спектра действия. 
Так, например, в состав ВВ от МСК-ЖТ входят 
микроРНК-31, которая имеет проангиоген-
ные свойства и  действует путем подавления  
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экспрессии фактора, ингибирующего HIF-1α [9]. 
Другим примером является микроРНК-125, 
участвующая в  спецификации лидирующих 
клеток (tip cell) путем подавления экспрессии 
дельта-подобного белка 4 (Dll4)  — основного 
лиганда Notch-рецепторов и  стимулирующая 
миграции эндотелиальных клеток  [10]. Еще 
одним примером микроРНК, обнаруженной 
во ВВ от МСК-ЖТ и стимулирующей процессы 
ангиогенеза, является микроРНК-126-3p, регу-
лирующая уровень Spred-1 в ЭК и вызывающая 
активацию ERK1/2  [11]. ВВ МСК-ЖТ могут со-
держать микроРНК, ингибирующие ангиогенез 
путем связывания мРНК положительных регу-
ляторов. Так, например, микроРНК-222-3р, ми-
шенью которой является ген STAT5a, вовлече-
на в отрицательное ремоделирование сосудов, 
опосредованное воспалением [12, 13].

В нашей лаборатории была идентифицирована 
неизвестная ранее микроРНК — Plaur-miR1, экс
прессируемая с  гена Plaur  [14], однако ее учас-
тие в процессах ангиогенеза остается неясным. 
Урокиназный рецептор (uPAR), являясь частью 
системы активаторов плазминогена, фокуси-
рует протеолитическую активность урокиназы 
(uPA), активатора плазминогена урокиназного 
типа, на поверхности ЭК, тем самым способ-
ствуя ангиогенезу. uPA при связывании с uPAR 
вызывает превращение плазминогена в  плаз-
мин, который разрушает внеклеточный мат-
рикс, облегчая миграцию ЭК [15]. В литературе 
имеется большое количество публикаций, де-
монстрирующих участие uPAR в регуляции про-
цессов ангиогенеза, включая такие механизмы, 
как индукция экспрессии матриксной метал-
лопротеиназы 2 (ММР-2), активация рецептора 
VEGF 2 (VEGFR2; Flk-1/KDR), стимуляция фор-
мирования ламеллоподий за счет взаимодейст-
вия с витронектином и др. [16].

Также было обнаружено, что в отсутствие uPAR 
процессы ангиогенеза ингибируются. Так, 
в миокарде у мышей C57BL/129 (uPAR-/-) с нока-
утом гена Plaur наблюдаются признаки васку-
лопатии: уменьшение количества капилляров/
артериол, ремоделирование сосудистой стенки 
и  отложение компонентов внеклеточного мат-
рикса. Эти изменения коррелируют с  увеличе-
нием экспрессии урокиназы и  активных форм 
TGF-β1  [17]. Наблюдаемые множественные эф-
фекты нокаута гена Plaur сложно объяснить 
одними лишь белковыми взаимодействиями, 
что позволило нам сделать предположение 

о  том, что эти процессы могут регулироваться 
на уровне экспрессии микроРНК с гена Plaur.

Таким образом, целью данной работы стало ис-
следование влияния микроРНК Plaur-miR1 в со-
ставе ВВ МСК-ЖТ на процесс ангиогенеза. Plaur-
miR1 экспрессируется с интронной области гена 
Plaur и  процессируется с  образованием двух 
зрелых форм микроРНК: Plaur-miR1-5р и Plaur-
miR1-3р  [18]. Ранее нами была обнаружена их 
экспрессия в нейральных клетках и в головном 
мозге мыши [14].

В настоящей работе мы показали, что одна 
из зрелых форм (Plaur-miR1-5р) входит в состав 
ВВ от МСК-ЖТ. На эксплантной модели сосу-
дистого колечка в  Матригеле мы продемон-
стрировали, что ВВ от МСК-ЖТ стимулируют 
миграцию сосудистых клеток, и  этот процесс 
является Plaur-зависимым. ВВ от МСК-ЖТ, вы-
деленных из мышей, нокаутных по гену Plaur-/-, 
стимулируют миграцию сосудистых клеток еще 
сильнее, однако не оказывают стимулирующего 
эффекта на миграцию ЭК и формирование ими 
капилляроподобных структур. Используя in 
silico алгоритм TargetScan для поиска предпола-
гаемых мишеней исследуемой микроРНК (Plaur-
miR1-5р), Нами был предложен ряд генов-кан-
дидатов, регулирующих процессы ангиогенеза. 
Полученные результаты указывают на слож-
ность и  многообразие не только белок-белко-
вых взаимодействий в  процессах ангиогенеза, 
но и на механизмы регуляции генов с участием 
микроРНК.

Материалы и методы
1.  Работа с животными
В работе использовали самцов мышей в возрасте 
6 недель, лишенных гена Plaur (Plaur-/-) C57Bl6/
SV129, и мышей дикого типа (WT) C57BL/6NTac 
RRID:MGI:5658006. Мышей содержали в виварии 
лаборатории трансляционной медицины ФФМ 
МГУ в соответствии с ГОСТ 33215-2014 «Руковод-
ство по содержанию и уходу за лабораторными 
животными» (Правила оборудования помеще-
ний и  организации процедур). Все манипуля-
ции с  животными проводили в  соответствии 
с  требованиями Приказа № 267  Минздрава РФ 
«Об утверждении правил лабораторной пра-
ктики» от 19 июня 2003 г., ​​«Правил проведения 
работ с  использованием экспериментальных 
животных». Мышей использовали для получе-
ния брюшной аорты и  жировой ткани с  после-
дующим выделением мезенхимных стволовых/
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стромальных клеток (МСК) для наработки и вы-
деления внеклеточных везикул.

2.  Выделение и культивирование первичной 
культуры МСК мышей
Мышей WT и  мышей Plaur-/- летально анесте-
зировали внутрибрюшинным введением авер-
тина и иммобилизовали на столике. Протирали 
кожу и  шерсть животного спиртом, надрезали 
кожу в районе паха и продолжали разрез вдоль 
брюха. Фиксировали кожные лоскуты и собира-
ли жировую ткань в  пробирки объемом 1,5  мл 
с двукратным раствором антибиотика-антими-
котика (HyClone, Новая Зеландия), приготов-
ленном на буфере Хэнкса («ПанЭко», Россия). 
Для получения первичных МСК в  стерильных 
условиях культурального бокса жировую ткань 
мышей фрагментировали до однородной массы 
в  чашке Петри с  небольшим количеством сре-
ды DMEM (Gibco, США), полученную суспензию 
подвергали ферментативной обработке с добав-
лением 200  ед/мл коллагеназы I  типа и  диспа-
зы (40  ед/мл) (Worthington Biochemical, США) 
при 37  °С в  течение 60  минут. Затем образцы 
центрифугировали 10 мин при 200 g, осадок ре-
суспендировали в  среде DMEM c  добавлением 
10% сыворотки, 1-кратного раствора антиби-
отика-антимикотика. Клетки высевали в  оди-
наковом количестве (1×105 мл) в культуральные 
чашки Петри. Среду культивирования меняли 
каждые 3–4  дня. Все эксперименты были вы-
полнены на клетках первых 5 пассажей.

3.  Выделение и концентрирование 
внеклеточных везикул
После достижения клетками монослоя (при-
мерно 48  ч  после адгезии) клетки промыва-
ли буфером Хэнкса («ПанЭко», Россия), среду 
культивирования меняли на DMEM, содержа-
щий сыворотку без экзосом (Fetal Bovine Serum, 
exosome-depleted Gibco). Через 48  ч  среду куль-
тивирования собирали для последующего вы-
деления ВВ. Полученную среду центрифугиро-
вали в  течение 10  мин при 300  g  для удаления 
клеточного дебриса. Для отделения и  концен-
трирования фракции ВВ использовали метод 
ультрафильтрации на центриконах Vivaspin 20 
(1000 кДа, Sartorius, Великобритания).

4.  Характеристика внеклеточных везикул, 
секретируемых МСК мыши
Определение размера частиц и  концентра-
цию ВВ проводили с  помощью метода анали-
за траектории наночастиц (NTA) и  прибора 

ZetaView (Particle Metrix, Германия). Измере-
ния проводили в  режиме «бокового светорас-
сеяния» при 25 °С. Для измерения использова-
ли лазер с длиной волны 488 нм, объектив 10× 
и  высокочувствительную камеру c  матрицей 
КМОП-типа. Все измерения были выполнены 
в  соответствии с  рекомендациями стандарта 
ASTM E2834-12  с  использованием протокола 
(SOP). Измерения каждого образца проводили 
в  5–10  повторах для достижения суммарного 
количества измеренных траекторий не менее 
2500. Для обработки результатов и построения 
графиков использовали приложение ZetaView 
Analyzer (Particle Metrix, Германия).

5.  Выделение брюшной аорты
Мышей дикого типа (WT) летально анестезиро-
вали внутрибрюшинным введением авертина, 
обескровливали путем декапитации и иммоби-
лизовали на столике. Протирали кожу и шерсть 
животного спиртом. Удаляли кожу и  делали 
боковые разрезы в зоне мечевидного отростка, 
стерильными инструментами отделяли аорту 
от соединительной ткани, проксимально от-
секали на уровне аортальной дуги и  дисталь-
но на уровне бифуркации. Выделенную аорту 
помещали в  чашку Петри со стерильным ох-
лажденным буфером Хэнкса, обескровливали 
и очищали от интимы. Все дальнейшие манипу-
ляции осуществлялись в стерильных условиях.

6.  Эксплантная модель ex vivo сосудистого 
колечка в Матригеле
Укомплектованную среду культивирования, 
содержащую однократный раствор антибиоти-
ка-антимикотика и  EGMTM-2  BulletKitTM, на-
гревали на водяной бане до температуры +37 °С. 
Размороженный Матригель (BD Matrigel™ 
Basement Membrane Matrix, США) помещали 
на подложку со льдом. Одноразовым стериль-
ным скальпелем разрезали аорту на 7–8 частей 
для получения сосудистых колечек. В  лунки 
8-луночных культуральных планшетов Nunc® 
Lab-Tek® Chambered Coverglass помещали каплю 
Матригеля объемом 100  мкл, смешанную в  со-
отношении 1:1 с ВВ, полученными от МСК мы-
шей дикого типа (Везикулы WT), либо с ВВ, по-
лученными от МСК мышей с нокаутом гена Plaur 
(Везикулы Plaur-/-), либо со средой DMEM в ка-
честве контроля. Далее стерильным пинцетом 
в каплю Матригеля помещали по одному сосуди-
стому колечку так, чтобы эксплант располагал-
ся в  середине объема капли. Планшет инкуби-
ровали 30 минут при +37 °С для полимеризации 
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Матригеля, затем вносили по 400 мкл предвари-
тельно нагретой укомплектованной среды и по-
мещали в инкубатор. Культивировали в течение 
5 суток.

7.  Визуализация при помощи  
фазово-контрастной микроскопии
Изображения получали с  помощью фазово-
контрастного светового микроскопа Leica DMI 
6000B, оснащенного цифровой камерой DFC 
7000T и программой для анализа изображений 
LAS X (Leica Microsystems, Германия). Съемку 
проводили при увеличении 10×, масштабный 
отрезок — 750 нм.

8.  Иммунофлуоресцентное окрашивание
Для предотвращения деполимеризации Мат
ригеля все процедуры проводили при темпе-
ратуре 37 °C. Для иммунофлуоресцентного 
окрашивания экспланты промывали теплым 
фосфатно-солевым буфером («ПанЭко», Рос-
сия). Все растворы готовили на фосфатно-соле-
вом буфере. Экспланты фиксировали в 4%-ном 
формальдегиде в течение 12 ч. После фиксации 
промывали буфером в течение 12 ч, затем пер-
меабилизировали 0,2%-ным Тритоном Х-100 
(Triton®X-100, Peroxide Free, Panreac, Испания) 
в  течение 12  ч  и повторяли промывку в  буфе-
ре в  течение 12  ч. Далее образцы обрабатыва-
ли 5%-ным BSA (Sigmaaldrich), содержащим 
0,2% Тритона Х-100, в течение 12 ч для блоки-
рования неспецифического связывания. Затем 
образцы инкубировали в  растворе первич-
ных антител против VE-кадгерина (ID sc-9989, 
1:500, SantaCruz, США) в  течение 12  ч. После 
этого образцы промывали в  буфере в  течение 
12 ч, инкубировали в растворе вторых антител 
AlexaFluor®488 (1:500, Molecular Probes, США). 
Ядра окрашивали DAPI (Sigma, США, 1:10 000). 
Для предотвращения контаминации образцы 
хранили в  буфере, содержащем 0,001% азида 
натрия NaN3. Количество мигрирующих клеток 
оценивали с  помощью конфокальной микро-
скопии с  последующим анализом с  помощью 
программы для анализа изображений (ImageJ, 
США).

9.  Визуализация при помощи конфокальнй 
микроскопии
Изображения получали методом конфокальной 
лазерной сканирующей микроскопии с помощью 
системы (TCS SP5, Leica, Германия), оснащенной 
объективом Plan-Apo ×20. DAPI и AlexaFluor®488, 
последовательно возбуждая лазерами с  длиной 

волны 405 и 488 нм соответственно. Все изображе-
ния были получены при одинаковых настройках 
конфокального усиления и смещения. Изображе-
ния (1024×1024 пикселя) сохраняли в формате TIFF 
в программе LeicaLAS. Изображения представле-
ны в  виде наложения зеленой и  синей флуорес-
ценции.

10.  Обработка микрофотографий сосудистого 
колечка
Анализ изображений проводили в  програм-
ме ImageJ. Миграцию сосудистых клеток оце-
нивали с  использованием двух показателей: 
площади, занимаемой мигрирующими/про-
лиферирующими клетками, и количества миг-
рирующих клеток из эксплантов в Матригель. 
На изображениях, полученных на фазово-кон-
трастном микроскопе, оценивали площадь 
эксплантов и  общую площадь с  включением 
всех  мигрирующих/пролиферирующих кле-
ток. Площадь рассчитывали как разницу 
между двумя этими переменными. Оценку 
количества ЭК проводили посредством под-
счета флуоресцирующих клеток, положитель-
но окрашенных антителами на VE-cadherin 
и DAPI, на изображениях, полученных с помо-
щью конфокального микроскопа.

11.  Полиаденилирование
Для проведения реакции обратной транскрип-
ции и  последующего ПЦР в  реальном времени 
выделенные микроРНК полиаденилировали. 
Для полиаденилирования использовали набор 
Poly(A) Polymerase NEB# M0276 (New England Bio-
Labs, США) в соответствии с протоколом произ-
водителя. 5  мкг микроРНК ресуспендировали 
в  15  мкл воды свободной от нуклеаз, добавля-
ли 2  мкл буфера для полимеразной реакции, 
2 мкл АТФ и 1 мкл полимеразы. Инкубировали 
при 37 °C в течение 30 минут. Реакцию останав-
ливали добавлением ЭДТА до конечной концен-
трации 10 мМ.

12.  Выделение микроРНК, обратная 
транскрипция и полимеразная цепная 
реакция в реальном времени (ПЦР-РВ)
Короткие РНК (малые РНК размером менее 
200 нт, включая при-микроРНК, пре-микроРНК 
и  зрелые микроРНК) выделяли из фракции ВВ 
коммерческим набором mirVana miRNA Iso-
lation Kit (AM1560, Ambicon, Carlsbad, США) 
согласно протоколу производителя. Обрат-
ную транскрипцию выполняли с  использо-
ванием набора MMLV RT («Евроген», Россия) 
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в  соответствии с  протоколом производителя. 
Синтез кДНК проводили из 500  мкг РНК с  ис-
пользованием праймеров oligo-dT и random-dT. 
ПЦР в  реальном времени проводили с  исполь-
зованием набора qPCRmix-HS SYBR («Евроген», 
Россия) и  системы детекции CFX96 (BioRAD) 
при следующих параметрах программы: на-
чальная денатурация при 95 °C в течение 5 ми-
нут с последующими 40 циклами при 95 °C в те-
чение 15 с, полимеризации праймеров при 57 °C 
30 с и элонгации продукта при 72 °С в течение 
10 с. Snord95 использовали в качестве референ-
сного гена. Относительную экспрессию рассчи-
тывали при помощи метода ΔΔCt. Нормализа-
цию проводили, принимая за единицу средний 
уровень транскрипта в  контроле. Использо-
вали следующие последовательности прямых 
праймеров: TGGTGATTGGCTGCCAGGTTC 
для Plaur-miR1-5p, AGAACCTGGCCGCCAACA 
для Plaur-miR1-3p, AACACGTGCCAACAGTGAT-
GAC для Snord95. В качестве обратного праймера 
использовали oligo-dT праймер.

13.  Статистический анализ
Статистическую обработку результатов прово-
дили в программе SigmaPlot версии 11.0. Срав-
нение между группами проводили при помощи 
One-Way ANOVA с последующим post hoc тестом 
Тьюки для множественных сравнений. Парные 
сравнения проводили с помощью Т-теста Стью-
дента. Статистически достоверными считались 
отличия при p < 0,05.

14.  Биоинформатический поиск мишеней 
микроРНК
Для нуклеотидной последовательности ми-
кроРНК Plaur-miR1-5р 5’-UGGUGAUUGGCUGC-
CAGGUUC-3’ (идентифицирована ранее  [14]) 
был проведен поиск мишеней с помощью базы 
данных TargetScan (Release 8.0)  [19]. Алгоритм 
TargetScan идентифицирует в  UTR-области 
сегменты, идеально комплементарные основа-
ниям 2-8 микроРНК; далее расширяет каждую 
затравку дополнительными парами основа-
ний и  оптимизирует сопряжение оставшейся 
3′ части микроРНК с 35 основаниями UTR; при-
сваивает свободную энергию сворачивания 
G каждому такому взаимодействию микроРНК 
с  целевым сайтом; сортирует UTR по Z-баллу 
и присваивает каждому из них ранг Ri; повторя-
ет этот процесс для набора UTR; предсказывает 
в качестве мишеней те гены, для которых Zi ≥ 
ZC и Ri ≤ RC для ортологичной последователь-
ности UTR, где ZC и  RC  — заранее выбранные 

значения Z-балла и ранга. Из всех параметров 
алгоритма TargetScan 2 использовался показа-
тель контекста (Context++ score)  [20], учитыва-
ющий дополнительные 14 характеристик фак-
торов микроокружения. Таким образом, было 
найдено 7620 потенциальных мишеней, из ко-
торых для дальнейшего анализа была исполь-
зована 761 мишень с величиной Context++ score 
выше 90.

После этого была проведена кластеризация ал-
горитмом K-means 3 (алгоритм k-средних)  [21]. 
761  гена-мишени было выявлено с  помощью 
базы данных STRING 4 [22].

При запуске алгоритма использовали различ-
ные значения k, однако при его значении, рав-
ном 3, в  одном из трех полученных кластеров 
(226  генов) были сконцентрированы гены, от-
носящиеся к  GO:0072577 (Endothelial cell apop-
totic process) (3 из 10 генов термина), GO:1905562 
(Regulation of vascular endothelial cell prolifera-
tion) (5 из 31 генов термина), GO:0001525 (Angio-
genesis) (12  из 346  генов термина), GO:0048514 
(Blood vessel morphogenesis) (14 из 461 гена тер-
мина) и  GO:0001568 (Blood vessel development) 
(17 из 568 генов термина).

Результаты
1.  Везикулы, полученные от клеток  
с нокаутом гена Plaur, стимулируют 
образование капилляроподобных структур
Влияние ВВ на рост и регенерацию сосудов оце-
нивали на модели сосудистого колечка в Матри-
геле. Аорту мышей дикого типа культивирова-
ли в Матригеле с добавлением ВВ, полученных 
от клеток МСК-ЖТ, выделенных из мышей WT 
или Plaur-/-, в  течение 5  дней. Далее проводи-
ли съемку на фазово-контрастном микроскопе 
для оценки формирования капилляроподобных 
структур. Рассчитывали площадь зоны мигра-
ции сосудистых клеток из эксплантов в Матри-
гель относительно общей площади экспланта. 
При анализе оказалось, что ВВ WT достоверно 
стимулируют миграцию сосудистых клеток 
по сравнению с контролем (среда без везикул). 
При этом площадь миграции клеток после до-
бавления ВВ от МСК-ЖТ из Plaur-/- мышей была 
максимальной по сравнению с контролем (среда 
без везикул) и с ВВ от МСК мышей WT. Эти дан-
ные свидетельствуют о  том, что в  отсутствие 
гена Plaur наблюдается максимальная мигра-
ция сосудистых клеток на модели сосудистого 
колечка (рис. 1).
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2.  Везикулы от мышей дикого типа, 
но не Plaur-/-, стимулируют миграцию 
эндотелиальных клеток
Далее полученные экспланты сосудистого ко-
лечка окрашивали антителами к VE-кадгерину 
для иммунофлуоресцентного анализа мигра-
ции/пролиферации ЭК. Оценивали количество 
VE-кадгеринпозитивных клеток относитель-
но общего числа клеток (рис. 2). Оказалось, 
что ВВ от МСК-ЖТ WT мышей достоверно сти-
мулировали миграцию/пролиферацию VE-кад- 
геринпозитивных ЭК по сравнению с контроль-
ной средой, в отличие от ВВ Plaur-/-, которые та-
ким действием не обладали. Однако при подсче-
те общего числа клеток оказалось, что данный 
показатель выше в группе ВВ Plaur-/- по сравне-
нию с ВВ WT и контрольной средой.

Возможным объяснением данного феномена 
может являться то, что в  выбранной экспери-
ментальной модели помимо ЭК из эксплантов 
также мигрируют гладкомышечные клетки, 
перициты и МСК. Вероятно, нокаут гена Plaur-/- 
приводит к изменению состава ВВ таким обра-
зом, что они теряют способность стимулиро-
вать образование капилляроподобных структур 
ЭК, но приобретают способность стимулировать 
миграцию/пролиферацию остальных клеток. 
Такое разнонаправленное действие ВВ может 

объясняться изменением в  составе микроРНК, 
являющихся их важным компонентом.

3.  Идентификация микроРНК Plaur-
mir1-5p и Plaur-mir1-3p в составе везикул, 
секретируемых МСК-ЖТ
Обнаружив различия в действии ВВ, полученных 
из МСК-ЖТ мышей дикого типа (WT) и нокаут-
ных по гену урокиназного рецептора (Plaur-/-), 
мы предположили, что это может быть связано 
с  изменением состава микроРНК в  самих ВВ. 
Ранее в  клетках нейрального происхождения 
Neuro2A и  головном мозге мыши нами была 
идентифицирована при-микроРНК Plaur-mir1, 
экспрессируемая с  гена урокиназного рецеп-
тора Plaur  [14] и процессируемая с образовани-
ем двух зрелых форм: микроРНК Plaur-mir1-5p 
и Plaur-mir1-3p. Чтобы проверить это предполо-
жение, мы выделили фракцию микроРНК из ВВ 
от МСК из мышей WT и Plaur-/- и проанализиро-
вали в ней экспрессию Plaur-mir1-5p и Plaur-mir1-
3p методом ПЦР-РВ. Plaur-mir1-5p была обнару-
жена в ВВ WT, но не Plaur-/-, что дополнительно 
подтверждает зависимость ее экспрессии от на-
личия гена урокиназного рецептора и позволя-
ет предположить ее роль в регуляции миграции 
сосудистых клеток (рис. 3). Plaur-mir1-3p в ВВ об-
наружена не была, что позволяет предположить 
только ее внутриклеточную функцию.

Рис. 1. Везикулы, полученные от клеток с нокаутом гена 
Plaur, стимулируют образование капилляроподобных 
структур: А  — микрофотографии сосудистого колечка 
в Матригеле на 5-й день культивирования. К эксплантам 
аорты в Матригель добавляли ВВ от МСК-ЖТ мышей ди-
кого типа (WT) или от нокаутных по гену урокиназного 
рецептора (Plaur-/-). В  качестве контроля использовали 
стандартную среду культивирования; Б — подсчет пло-
щади миграции сосудистых клеток их эксплантов в Ма-
тригель относительно общей площади экспланта, отн. ед. 
Данные представлены как среднее ± стандартное откло-
нение, p < 0,05, n = 4–6, one way ANOVA
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3.  Биоинформатический поиск мишеней 
микроРНК Plaur-mir1-5p, ассоциированных 
с ангиогенезом
Предположив, что Plaur-mir1-5p может быть ре-
гулятором миграции и/или пролиферации со-
судистых и, в частности, ЭК, мы провели биоин-
форматический поиск возможных генов-мишей 
изучаемой микроРНК. Для поиска мишеней ис-
пользовали онлайн-сервис TargetScan, который 
идентифицировал 7621  мишень. Для дальней-
шего процессирования были выбраны мишени 
с показателем связывания не менее 0,9 (допол-
нительные материалы, табл. 1). Далее была про-
ведена кластеризация алгоритмом K-means  1 
(алгоритм k-средних) 761 гена-мишени в 3 кла-
стера с помощью базы данных STRING. В первом 
кластере сконцентрировались гены, регулирую-
щие синаптическую пластичность, во втором — 
метаболизм, в  третье кластере сосредоточи-
лись гены (22  гена), относящиеся к  GO:0072577 
(Endothelial cell apoptotic process), GO:1905562 

Рис. 2. Везикулы WT, но не Plaur-/-, стимулируют миграцию и(или) пролиферацию эндотелиальных клеток: А — им-
мунофлуоресцентное окрашивание эксплантов сосудистого колечка в Матригеле антителами к VE-кадгерину (зеле-
ная флуоресценция). Ядра окрашены DAPI. Масштабный отрезок 100 нм; Б — подсчет количества промигрировавших  
VE-кадгерин-позитивных клеток из экспланта в  Матригель; В  — подсчет общего количества мигрирующих клеток. 
Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение, p < 0,05, n = 4, one way ANOVA

Рис. 3. Анализ содержания микроРНК Plaur-mir1-5p 
во ВВ, выделенных из среды культивирования МСК-ЖТ 
методом ПЦР-РВ. Данные рассчитаны методом ∆∆Ct 
и представлены как среднее ± стандартное отклонение, 
p < 0,05, n = 3, T-test
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(Regulation of vascular endothelial cell prolifera-
tion), GO:0001525 (Angiogenesis), GO:0048514 
(Blood vessel morphogenesis) и GO:0001568 (Blood 
vessel development). Гены 3-го кластера пред-
ставлены на рисунке 4, цветом выделены гены, 
относящиеся к  выбранным классификаторам. 
Дальнейший анализ был проведен с  использо-
ванием данных литературы, и  были выбраны 
гены, непосредственно регулирующие такие 
этапы ангиогенеза, как пролиферация и  миг-
рация ЭК и  образование капилляроподобных 
структур. По результатам анализа было выбра-
но 6  генов-кандидатов, 5  из которых являются 
положительными регуляторами ангиогенеза, 
один — негативным. Гены и функции кодируе-
мых белков представлены в таблице 1. Найден-
ные гены могут рассматриваться как потенци-
альные мишени новой Plaur-mir1-5p.

Обсуждение
uPAR был открыт в 1981 году и охарактеризован 
как рецептор активатора плазминогена уроки-
назного типа, основной функцией которого яв-
ляется протеолиз. С  того времени был обнару-
жен целый ряд непротеолитических функций 
урокиназного рецептора, таких как регуляция 
экспрессии генов, пролиферации клеток, адге-
зии, миграции и инвазии клеток [23]. В литера-
туре описано более 50  белков-партнеров, спо-
собных взаимодействовать с  uPAR и  вызывать 
сигнальные эффекты в  клетках  [24]. Несмотря 
на большое количество публикаций, появляют-
ся все новые данные о функциях урокиназного 
рецептора не только как белка, но и самого гена 
Plaur. Ген Plaur является геном раннего ответа 
в  головном мозге мыши в  ответ на индукцию 
судорожной активности, а  его полиморфизмы 

Таблица 1. Гены-мишени Plaur-miR1-5p, являющиеся регуляторами ранних этапов ангиогенеза

Ген и кодируемый 
им белок

Показатель 
связывания Функция в ангиогенезе Ссылка 

Emcn
Эндомуцин

97 Стимулирует образование 
капилляроподобных структур, 
активируя сигнализацию VEGF/

VEGFR2

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/
articles/PMC5719432/#:~:text=EMCN%20

controls%20angiogenesis%20
by%20altering,capillary%20EC%20

migration22%2C23

prkx
Протеинкиназа, 
сцепленная 
с Х-хромосомой

93 Стимулирует пролиферацию, 
миграцию эндотелиальных 

клеток и формирование 
капилляроподобных структур

https://www.sciencedirect.
com/science/article/pii/

S0012160611009882?via%3Dihub

Rhoj  
(малая ГТФаза)

90 Обеспечивает адгезию 
эндотелиальных клеток 
во время формирования 

капилляроподобных 
структур за счет регуляции 

фибриллогенеза 
через а5b1 интегрин

https://www.cell.com/current-biology/
fulltext/S0960-9822(20)30412-7?_returnU
RL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.
com%2Fretrieve%2Fpii%2FS09609822203

04127%3Fshowall%3Dtrue

mmrn2
Мультимерин 2

98 Подавляет подвижность 
эндотелиальных клеток, 

связывая VEGFA, и действует 
как негативный регулятор 

ангиогенеза

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.
gov/28435016/

Col4a3
Альфа 3 цепь 
коллагена 4

91 Основной компонент базальной 
мембраны в сосудах

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.
gov/23551189/

prokr1
Прокинетицин 2

95 Стимулирует пролиферацию, 
миграцию эндотелиальных 

клеток и ангиогенез, активируя 
сигнальный путь PKR1/MAPK/Akt 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.
gov/20023120/
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Рис. 4. Кластеризация мишеней Plaur-miR1-5р алгоритмом K-means. На рисунке представлен третий из кластеров, 
включающий гены, относящиеся к GO:0072577 (Endothelial cell apoptotic process), GO:1905562 (Regulation of vascular 
endothelial cell proliferation), GO:0001525 (Angiogenesis), GO:0048514 (Blood vessel morphogenesis) и GO:0001568 (Blood 
vessel development) (выделены цветом).
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коррелируют с  такими заболеваниями челове-
ка, как эпилепсия, аутизм, рассеянный скле-
роз, болезнь Альцгеймера и опухоли головного 
мозга  [25]. В  связи с  этим мы предположили, 
что ранее неизвестные микроРНК, располо-
женные в интронных последовательностях гена 
Plaur, могут определять целый ряд эффектов, 
связанных с  геном Plaur, которые нельзя объя-
снить только функцией белка uPAR.

В нашей лаборатории была идентифицирована 
абсолютно новая микроРНК Plaur-miR1, которая 
экспрессируется с  гена Plaur и  процессируется 
с  образованием двух зрелых форм: Plaur-miR1-
3p и  Plaur-miR1-5p. Однако функции данных 
микроРНК в  настоящий момент остаются не
изученными.

Известно, что микроРНК регулируют экспрес-
сию генов на уровне трансляции, связываясь 3’ 
участками РНК как в самой клетке-доноре, так 
и  в составе ВВ, оказывая действие на соседние 
клетки [26]. В настоящем исследовании мы про-
верили, входят ли изучаемые микроРНК (Plaur-
miR1-3p и Plaur-miR1-5p) в состав ВВ и какую роль 
они могут играть в регуляции процессов ангио-
генеза. В  работе использовали ВВ, полученные 
от клеток МСК-ЖТ. Известно, что ВВ МСК со-
держат целый ряд ангиогенных факторов и яв-
ляются положительными регуляторами роста 
сосудов  [2]. Клетки МСК выделяли из жировой 
ткани мышей дикого типа и нокаутных по гену 
Plaur. Известно, что при нокауте урокиназного 
рецептора Plaur-miR1-3p и Plaur-miR1-5p не экс
прессируются  [14]. Методом ПЦР в  реальном 
времени мы показали, что одна из изучаемых 
микроРНК, а именно Plaur-miR1-5p, входит в со-
став ВВ МСК-ЖТ (рис. 3). Отличия в регуляции 
и функциях 3р и 5р микроРНК до сих пор недо-
статочно изучены. Например, имеются данные 
литературы о том, что одна из цепей может яв-
ляться менее стабильной и  лишь «направляю-
щей», необходимой для того, чтобы микроРНК 
проходила процессинг комплексом RISC, после 
чего она деградирует. В то же время другие дан-
ные литературы свидетельствуют о том, что ка-
ждая из цепей микроРНК может быть стабильна 
и имеет свои мишени [27]. Возможно, Plaur-miR1-
5p более стабильна, чем Plaur-miR1-3p, благода-
ря чему может быть упакована в мультивезику-
лярные тельца [27]. В дальнейшем Plaur-miR1-5p 
может быть транспортирована в соседние клет-
ки или оказывать на них непосредственное дей-
ствие. Это подтверждено ранее проведенной 

работой нашего коллектива  [14], в  которой эк-
спериментально было показано прямое связы-
вание с мишенями только цепи Plaur-miR1-5p.

В настоящей работе мы оценивали влия-
ние Plaur-miR1-5p на ангиогенез, используя 
эксплантную модель сосудистого колечка в Ма-
тригеле, и  ВВ, полученные из среды культиви-
рования МСК-ЖТ мышей дикого типа (вези-
кулы WT) и нокаутных по гену Plaur (везикулы 
Plaur-/-), не экспрессирующих Plaur-miR1-5p. ВВ 
оказывали стимулирующее влияние на процес-
сы ангиогенеза, но отличались по направлен-
ности своего действия. Так, ВВ от МСК Plaur-/- 
мышей отличались сниженной способностью 
стимулировать миграцию/пролиферацию эн-
дотелиальных клеток по сравнению с ВВ от МСК 
WT мышей (рис. 1, 2). Однако ВВ от МСК Plaur-/- 
мышей усиливали миграцию/пролиферацию 
других сосудистых клеток, не экспрессирующих 
VE-кадгерин  — основной маркер эндотелиаль-
ных клеток [28]. Известно, что в данной модели 
из эксплантов в  Матригель помимо эндотели-
альных клеток могут мигрировать гладкомы-
шечные клетки, перициты или МСК [29]. В этой 
связи мы предположили, что данный эффект 
ВВ от МСК Plaur-/- мышей может быть зависим 
от Plaur-miR1-5p. Известно, что микроРНК мо-
гут интерферировать сразу с  несколькими ге-
нами-мишенями, при этом как ингибируя, так 
и  усиливая их экспрессию, что объясняет дуа-
лизм наблюдаемого действия и разные эффекты 
в разных типах клеток [30]. Используя алгоритм 
TargetScan в  сочетании с  последующей класте-
ризацией мишеней в базе STRING, мы выделили 
ряд генов, которые потенциально могут быть 
мишенями Plaur-miR1-5p и  при этом имеют 
прямое влияние на ангиогенез. Среди мишеней 
оказались гены как стимулирующие (Emcn, Prkx, 
Rhoj, Col4a3, Prokr1), так и подавляющие ангио-
генез (Mmrn2). Эндомуцин, кодируемый геном 
Emcn, стимулирует образование капилляро-
подобных структур, активируя сигнализацию 
VEGF/VEGFR2  [31]. Его нокаут приводит к  сни-
жению пролиферации и  миграции сосудистых 
клеток, а также подавляет сигнализацию VEGF/
VEGFR2  [32]. Протеинкиназа, сцепленная с  Х-
хромосомой (ген Prkx), и  Прокинетицин 2 (ген 
Prkx) обладают схожим действием, усиливая 
миграцию и пролиферацию ЭК [33]. Протеинки-
наза, сцепленная с Х-хромосомой, являясь анта-
гонистом протеинкиназы А, активирует ц-АМФ 
киназу  [33]. В  свою очередь, прокинетицин  2 
активирует сигнальный каскад PKR1/MAPK/
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Akt  [34]. Малая ГТФ-аза Rhoj обеспечивает ад-
гезию сосудистых клеток в капилляроподобных 
структурах за счет регуляции фибриллогенеза 
через а5b1 интегрин [35]. Еще одна потенциаль-
ная мишень Plaur-miR1-5p  — Мулитимерин  2 
(ген Mmrn2), который является негативным ре-
гулятором ангиогенеза. Связывая VEGFA, Му-
литимерин 2 подавляет подвижность эндотели-
альных клеток [36].

Можно предположить, что у  мышей, нокаут-
ных по гену Plaur, в  отсутствие Plaur-miR1-5p 
усиливается экспрессия Мулитимерина 2, чем 
и  может быть обусловлен эффект сниженной 
миграции эндотелиальных клеток в отсутствие 
гена Plaur. Предложенные механизмы влияния 
нокаута гена Plaur и связанного с ним отсутст-
вия Plaur-miR1-5p на процессы ангиогенеза ну-
ждаются в  экспериментальных доказательст-
вах, что представляет собой перспективу наших 
дальнейших исследований.

Суммируя полученные в настоящей работе дан-
ные о  возможном участии гена Plaur и  Plaur-
miR1-5p в  регуляции процессов ангиогенеза, 
мы показали, что в  отсутствие гена Plaur на-
блюдается максимальная миграция и (или) 
пролиферация сосудистых клеток на модели 
сосудистого колечка в  Матригеле. В  основе та-

кого эффекта нокаута гена Plaur может лежать 
регуляция с участием микроРНК, считываемых 
с  гена урокиназного рецептора. Мы обнаружи-
ли, что Plaur-miR1-5p, транскрибируемая с гена 
Plaur, входит в  состав внеклеточных везикул, 
продуцируемых МСК-ЖТ. МСК регулируют про-
цессы ангиогенеза как за счет непосредственно-
го контакта с  сосудистыми клетками, так и  за 
счет активно продуцируемых внеклеточных 
везикул. Действуя сразу на несколько генов-ми-
шеней, Plaur-miR1-5p в составе ВВ, полученных 
от МСК-ЖТ, предположительно усиливает миг-
рацию и(или) пролиферацию неэндотелиаль-
ных клеток, но не оказывает стимулирующего 
действия на эндотелиальные клетки и  форми-
рование ими капилляроподобных структур.
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Аннотация
Нейровоспаление рассматривают как один из механизмов, с помощью которых стресс по-
тенциально может приводить к нарушению функций ЦНС. Генетические факторы, которые 
повышают риск развития постстрессорного нейровоспаления, исследованы недостаточно. 
Генетически детерминированная возбудимость нервной системы может являться одним 
из  индивидуальных фаторов риска развития постстрессорных нарушений, в том числе, 
связанных с особенностями формирования и течения нейровоспаления.
Целью данной работы являлось изучение постстрессорного изменения экспрессии ге-
нов провоспалительного il-6  в  крови и  гиппокампе и  антивоспалительного цитокина 
bdnf в  крови у  крыс с  генетически детерминированным высоким и  низким уровнями 
возбудимости нервной системы.
Были использованы селекционные животные, самцы двух линий крыс в возрасте 5 ме-
сяцев: с  высоким порогом (ВП) возбудимости нервной системы (низковозбудимые) 
и низким порогом (НП) возбудимости нервной системы (высоковозбудимые) из биокол-
лекции ФГБУН «Институт физиологии им. И. П. Павлова» РАН. Модель стресса — дли-
тельное эмоционально-болевое стрессирование по схеме К. Гехта. Экспериментальных 
и контрольных животных декапитировали через 24 часа, 7 дней и 24 дня после оконча-
ния стрессового воздействия. Изменения уровня мРНК генов il-6 и bdnf оценивали с по-
мощью ПЦР в реальном времени.
Хронический стресс приводил к значимому увеличению уровня мРНК il-6 в гиппокампе 
только у высоковозбудимых животных через 24 дня после окончания стрессирования. 
В крови уровень мРНК данного цитокина повышался только у низковозбудимых крыс. 
Экспрессия гена bdnf в крови не менялась в ответ на стресс ни у одной из линий.

Ключевые слова: il-6, bdnf, нейровоспаление, стресс, возбудимость нервной системы, 
крысы
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Abstract
Neuroinflammation is considered as one of the mechanisms by which stress can potentially lead 
to a disturbance of the functions of the central nervous system. The presence of neuroimmune 
dysfunction after stress, and what genetic factors increase the risk of post-stress neuroinflam-
mation has not been sufficiently investigated. Genetically determined excitability of the nerv-
ous system is a promising marker of individual vulnerability to stress, manifested in post-stress 
disorders associated with the specifics of the formation of neuroinflammation.
The aim of this work was to study post-stress changes in the expression of pro-inflammato-
ry il-6 genes in the blood and hippocampus and anti-inflammatory cytokine bdnf in the blood 
of rats with genetically determined high and low levels of excitability of the nervous system.
Breeding animals were used, males of two strains of rats aged 5 months: with a high threshold 
(HT) of excitability of the nervous system (low excitable) and a low threshold (LT) of excitabil-
ity of the nervous system (high excitable) from the biological collection of the Pavlov Institute 
of Physiology of the Russian Academy of Sciences. The stress model is a long-term emotional 
and painful stress according to the scheme of K. Hecht. Experimental and control animals were 
decapitated 24 hours, 7 days and 24 days after the end of stress exposure. Changes in the mRNA 
level of the il-6 and bdnf genes were evaluated using real-time PCR.
Chronic stress led to a significant increase in the level of il-6 mRNA in the hippocampus only 
in high excitable animals 24 days after the end of stress. In the blood, the mRNA level of this 
cytokine increased only in low-excitable rats. The expression of the bdnf  gene in blood did not 
change in response to stress in any of the strains.

Keywords: il-6, bdnf, neuroinflammation, stress, nervous system excitability, rats

Conflict of interest: the authors declare no conflict of interest.

For citation: Mayanova E.Yu., Novozhilova S.A., Shalaginova I.G., Zachepilo T.G., Dyuzhiko-
va N.A. Post-stress changes in il-6 and bdnf mRNA levels in the hippocampus and blood of rats 
with a genetically determined contrast level of nervous system excitability. Tissue and organ 
regeneration. 2023;1(2): 76–84. https://doi.org/10.60043/2949-5938-2023-2-76-84

Received 30.10.2023
Revised 20.11.2023
Accepted 01.12.2023

ttps://doi.org/10.60043/2949-5938-2023-2-76-84


76–84

78 |  Регенерация органов и тканей. 2023;1(2)

Оригинальные статьи
Маянова Е.Ю., Новожилова С.А., Шалагинова И.Г., Зачепило Т.Г., Дюжикова Н.А. 
Постстрессорные изменения уровня мРНК il-6 и bdnf в гиппокампе и крови крыс...

Список сокращений:

IL-6 — интерлейкин-6, interleukin-6

IL-1b — интерлейкин-1b, interleukin-1b

BDNF — нейротрофический фактор головного мозга, brain-derived neurotrophic factor

НП — линия крыс с низким порогом, высокой возбудимостью

ВП — линия крыс с высоким порогом, низкой возбудимостью

Введение
Современная биомедицина далека от понима-
ния патогенеза постстрессорных расстройств, 
отчасти из-за полигенной природы генетиче-
ского риска, многообразия средовых факторов 
риска и  неоднородности используемых иссле-
дователями методологий [1]. Одним из механиз-
мов, лежащих в основе воздействия стрессовой 
реакции на функциональное состояние мозга, 
является нейровоспаление. Нейровоспаление — 
это процесс, который включает активацию 
микроглии и  астроглии. Эти клетки выделяют 
провоспалительные цитокины и  хемокины, 
которые могут привести к  активации допол-
нительных глиальных клеток и  привлечению 
периферических иммунных клеток в  головной 
мозг [2].

Интерлейкин-6 (interleukin-6, IL-6) представля-
ет собой провоспалительный цитокин и играет 
важную роль в иммунной регуляции и воспали-
тельных процессах в нервной системе. Он также 
может влиять на функции нейронов, в том числе 
на обучение и память, а также на регуляцию сна 
и бодрствования [3].

Нейротрофический фактор головного мозга 
(brain-derived neurotrophic factor, BDNF) отно-
сят к  противовоспалительным цитокинам, это 
нейротрофин, ответственный за пролифера-
цию, дифференцировку, выживание нейро-
нальных и  ненейрональных клеток, что делает 
его критически важным для функционального 
состояния нервной системы. BDNF можно коли-
чественно определить в  цельной перифериче-
ской крови, сыворотке или плазме. Кроме того, 
BDNF свободно пересекает гематоэнцефаличе-
ский барьер. Таким образом, BDNF в  сыворот-
ке и плазме тесно связаны с BDNF центральной 
нервной системы. В  исследовании с  участием 
людей, в  котором сравнивали уровень BDNF 
в  крови у  пациентов с  большим депрессивным 
расстройством, биполярным расстройством и у 
здоровых лиц контрольной группы, обнаружен 

низкий уровень BDNF у  пациентов по сравне-
нию с контрольной группой [4].

Среди факторов генетического риска развития 
постстрессорных нарушений особый интерес 
представляет генетически детерминирован-
ный уровень возбудимости нервной системы, 
поскольку порог возбудимости является объек-
тивно измеряемой характеристикой функцио-
нального состояния нервной системы.

Возбудимость определяется как способность 
нервных клеток генерировать и  передавать 
электрические импульсы в ответ на различные 
стимулы  [5], совпадая с  идеями И.П. Павлова 
о  роли генетически детерминированной воз-
будимости в  поведении  [6]. Линии крыс с  кон-
трастной возбудимостью (ВП — высокий порог, 
низкая возбудимость и  НП  — низкий порог, 
высокая возбудимость) были селектированы 
в Институте физиологии им. И.П. Павлова РАН 
по порогу возбудимости большеберцового не-
рва. Различия в порогах сохраняются в нервно-
мышечной системе и  в ЦНС, включая ретику-
лярную формацию среднего мозга, гиппокамп 
и миндалину [7, 8]. На данный момент эти линии 
крыс не генотипированы и  вклад конкретных 
генетических факторов в  формирование высо-
кого и  низкого порогов возбудимости не выя-
снен. Тем не менее исследования показали меж-
линейные различия: крысы высоковозбудимой 
линии характеризуются повышенной активно-
стью щитовидной железы, высоким базальным 
уровнем кортикостерона, высоким уровнем до-
фамина в  миндалине, а  также более высоким 
содержанием кальция в  мозге и  кальмодулина 
в гиппокампе по сравнению с линией ВП  [7–9]. 
В  поведенческих тестах высоковозбудимые 
крысы (НП) проявляют высокую эмоциональ-
ность, низкий порог агрессии, повышенную 
способность к выработке условного рефлекса 
активного и пассивного избегания и стереотип-
ное поведение. Низковозбудимые (ВП) крысы 
характеризуются низкой эмоциональностью, 
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высоким порогом агрессии и  способностью 
к условному рефлексу активного избегания [8].

Предыдущие исследования показали, что вы-
соковозбудимые крысы линии НП (низкий по-
рог, высокая возбудимость) демонстрируют 
через 24 дня после окончания длительного эмо-
ционально-болевого стрессирования увеличе-
ние уровня мРНК провоспалительного цитокина 
IL-1b в  гиппокампе и  миндалине по сравнению 
с  контрольной группой. При этом в  крови, на-
против, уровень мРНК данного цитокина у  эк-
спериментальных животных высоковозбудимой 
линии снижается через сутки после окончания 
стресса [10].

Таким образом, периферические маркеры стрес-
са, являясь перспективными для использования 
в медицине, не всегда отражают соответствую-
щие изменения в мозге, и потому сопоставление 
уровня экспрессии генов про- и  противовспа-
лительных молекул в крови и мозге предполо-
жительно позволит лучше понять механизмы 
постстрессорного повреждения мозговой ткани.

Поскольку гиппокамп считают одной из клю-
чевых структур мозга, вовлеченных в патогенез 
постстрессорных расстройств [11], целью данно-
го исследования было изучить изменения уров-
ня мРНК генов il-6 в крови и гиппокампе и bdnf 
в крови крыс с высокой и низкой возбудимостью 
нервной системы на разных сроках после дли-
тельного эмоционально-болевого стресса.

Материалы и методы
Объект исследования
Исследование проводили на пятимесячных 
самцах крыс линий, селектированных по ве-
личине порога возбудимости нервной систе-
мы: с  высоким (ВП) и  низким (НП) порогами 
возбудимости. Средняя масса животного в мо-
мент декапитации составляла 450 г. Исходным 
материалом для селекции были крысы линии 
Вистар. Отбор проводился по значению по-
рога нервно-мышечной возбудимости в  тесте 
на раздражение электрическим током боль-
шеберцового нерва n. tibialis (прямоугольные 
электрические импульсы длительностью 2 мс). 
В  первых двух поколениях были скрещены 
полные сиблинги. Начиная с  третьего поко-
ления внутрилинейное скрещивание прово-
дилось в  случайном порядке. Начиная с  10-го 
поколения размножение достигло плато. В  то 
же время 4-кратные различия между линия-

ми значительно превышали внутрилинейную 
изменчивость [8]. Линии принадлежат биокол-
лекции ФГБУН «Институт физиологии им. И. П. 
Павлова» РАН (ИФ РАН) (№ ГЗ 0134-2018-0003).

Животные содержались в стандартных услови-
ях со свободным доступом к воде и пище, усло-
вия освещенности регулировались автомати-
чески (12 часов — свет, 12 часов — темнота). При 
проведении экспериментов были соблюдены 
все требования, закрепленные в  директивах 
Совета Европейского сообщества (86/609/ЕЕС) 
и Хельсинкской декларации об использовании 
животных для экспериментальных исследо-
ваний. Протоколы опытов также были утвер-
ждены комиссией по гуманному обращению 
с  животными Института физиологии им. И.П. 
Павлова РАН.

В данном исследовании использовались 36  кон
трольных и 36 экспериментальных животных.

В качестве модели хронического стресса при-
меняли эмоционально-болевое стрессирование 
по схеме К. Гехта [8].

Воздействие осуществлялось ежедневно на про-
тяжении 15  дней в  течение 13  минут: подача 
шести неподкрепляемых (10 с) и шести подкре-
пляемых током (2,5  мА, 2  мс) световых сигна-
лов по стохастической схеме. Межсигнальный 
интервал составлял одну минуту. Чередование 
с вероятностью 0,5 условных и безусловных сти-
мулов не позволяло выработать у  крыс услов-
ный рефлекс. Контрольные группы животных 
(линии НП и ВП) не стрессировали.

Выделение РНК и обратная транскрипция
Через 24 часа, 7 и 24 дня после окончания про-
токола стрессирования экспериментальные (n = 
36) и контрольные (n = 36) животные подверга-
лись декапитации и  извлечению мозга, в  част-
ности гиппокампа. После этого пробы гомоге-
низировали и проводили выделение суммарной 
РНК с  помощью набора ExtractRNA (Евроген, 
Россия, кат. № BC032) по протоколу произво-
дителя, далее проводилось измерение кон-
центрации экстрагированной РНК с  помощью 
спектрофотометра. Забор крови производился 
при декапитации через 24  часа и  24  дня после 
длительного эмоционально-болевого стресси-
рования, экстракцию суммарной РНК из цель-
ной крови проводили по протоколу, описанно-
му выше.
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После этапа выделения суммарной РНК прово-
дились измерения концентрации экстрагиро-
ванной РНК для каждого отдельного образца 
методом спектрофотометрии (NanoDrop IM-
PLEN). Синтез комплементарной ДНК (обратная 
транскрипция) был произведен в соответствии 
с  инструкцией к  набору MMLV RT kit (Евроген, 
Россия, кат. № SK022S), концентрация РНК  — 
100 нг/мкл.

ПЦР в реальном времени
Для оценки экспрессии генов изучаемых цито-
кинов проводилась ПЦР в  реальном времени. 
Для этого были подобраны ген-специфичные 
праймеры к генам il-6 и bdnf с помощью Primer 
BLAST базы NCBI. В  качестве флуоресцирую-
щей метки использовался интеркалирующий 
краситель SYBR Green (смесь qPCRmix-HS SYBR, 
Евроген, Россия, кат. № PK147L). В  качестве 
референсного гена использовался gapdh (гли-
церальдегид-3-фосфат дегидрогеназа). Также 
для каждого гена устанавливался негативный 
контроль, и ПЦР проводили в трех технических 
повторностях. Протокол ПЦР: 1) 95 °С — 5 ми-
нут; 2) 95° С — 15 секунд; 3) 59 °С — 15 секунд; 
4) 72 °С — 15 секунд; далее циклы 2–4 повторя-
ли 40 раз.

Статистическая обработка
Статистическая обработка данных производилась 
с помощью программы Prism 9. Нормальность рас-
пределения данных определяли с помощью теста 
Шапиро  — Уилка. Для сравнительного анализа 
показателей между группами в  качестве крите-
рия был использован t-тест для двух независи-
мых выборок. Значимыми считали различия при  
p ≤ 0,05.

Результаты ПЦР-анализа интерпретирова-
лись с  помощью метода ∆∆Ct, который осно-
ван на оценке уровня экспрессии целевого гена 
по отношению к референсному.

Результаты
Длительное эмоционально-болевое воздействие 
не приводило к  изменению уровня провоспа-
лительного il-6  в  гиппокампе низковозбудимых 
животных линии ВП ни в  одной из временных 
точек после окончания стрессирования. У  крыс 
высоковозбудимой линии НП обнаружено зна-
чимое по сравнению с  контролем увеличение 
(р ≤ 0,05, n = 6) уровня мРНК данного цитокина 
в гиппокампе через 24 дня после окончания стес-
сирования (рис. 1).

В крови значимое увеличение уровня мРНК гена 
il-6  выявлено у  низковозбудимых крыс линии 
ВП через 24  часа после окончания стрессиро-
вания по сравнению с  контрольной группой 
(р  ≤  0,0015, n  =  6) (рис. 2), тогда как у  крыс вы-
соковозбудимой линии НП эффектов стресса 
на уровень мРНК данного цитокина в  крови 
не обнаружено.

Как видно из рисунка 3, значимых изменений 
в уровне мРНК нейротрофина bdnf в крови крыс 
исследуемых линий в  ответ на стресс не обна-
ружено.

Обсуждение результатов
Нами обнаружено значимое увеличение уровня 
мРНК провоспалительного цитокина IL-6 в гип-
покампе крыс высоковозбудимой линии НП 
через 24  дня после окончания длительного 
эмоционально-болевого стрессирования. Эти 
данные согласуются с  обнаруженным ранее 
значимым увеличением уровня мРНК другого 
провоспалительного цитокина IL-1b в  гиппо-
кампе животных данной линии на том же сро-
ке — 24 дня [10]. В совокупности с тем фактом, 
что усиление экспрессии гена il-1b наблюда-
лось у  животных линии НП так же и  в минда-
лине, можно предполагать, что к  этому сроку 
в мозге крыс с низким порогом и высокой воз-
будимостью развивается более выраженное 

Таблица 1. Последовательности праймеров

Название Последовательность Продукт, п.н. Температура отжига, °С

il-6
прямой 5’-GCCTTCTTGGGACTGATGTT-3’

209 60
обратный 5’ GCATCATCGCTGTTCATACAATC-3’

bdnf
прямой 5’-CTGTCGCACGGTCCCCATT-3’

142 60
обратный 5’-TTCTCGTCTGCCCCAAAGCA-3’

gapdh
прямой 5’- GTTTGTGATGGGTGTGAACC -3’

170 60
обратный 5’- TCTTCTGAGTGGCAGTGATG -3’
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Рис. 1. Уровень мРНК гена il-6 в гиппокампе крыс c высоким и низким порогами возбудимости через 24 часа, 7 и 24 дня 
после длительного эмоционально-болевого стрессирования. Здесь и  далее на рисунках отображены средние и  SEM, 
t-тест Стьюдента, (* p ≤ 0,05, n = 6).

Рис. 2. Уровень мРНК гена il-6 в крови крыс c высоким и низким порогами возбудимости через 24 часа, 7 и 24 дня после 
длительного эмоционально-болевого стрессирования. t-тест Стьюдента, (** p ≤ 0,0001, n = 6)
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нейровоспаление по сравнению с  линией ВП, 
у  которой уровень мРНК IL-1b значимо увели-
чивается только в гиппокампе [10], а изменений 
уровня мРНК IL-6 не обнаружено.

Значимое влияние стресса на уровень мРНК гена 
il-6 в крови обнаружено только у низковозбуди-
мых крыс: через 24 часа после окончания стрес-
сирования уровень мРНК в экспериментальной 
группе значимо выше, чем в контроле. Данный 
факт показывает, что периферические измене-
ния мРНК провоспалительных молекул могут 
не соответствовать тем изменениям, которые 
наблюдаются в мозге. Согласно данным литера-
туры, усиление воспаления в крови наблюдается 
при низких дозах глюкокортикоидов, на ранних 
сроках после стресса и/или при остром стрес-
сорном воздействии. В  то время как высокие 
дозы гормонов стресса, хроническое воздей-
ствие и  присутствие глюкокортикоидов после 
воспаления, как правило, оказывают противо-
воспалительное действие  [12]. Более поздние 
эффекты, связанные с хроническим действием 
стрессора, по-видимому, призваны обеспечить 
контроль над потенциально разрушительными 
последствиями чрезмерно активного иммунно-
го ответа в  острой фазе. Таким образом, веро-

ятно, мы наблюдали естественную адаптивную 
реакцию у крыс линии ВП, которая проявлялась 
в  усилении провоспалительного сигналинга 
в крови на ранних сроках после стрессового воз-
действия, и данная реакция отсутствовала у вы-
соковозбудимых животных линии НП.

Нами не обнаружено значимых изменений 
в уровне мРНК гена bdnf в ответ на стресс в крови 
у животных обеих линий, при этом ранее уста-
новлено, что у  крыс высоковозбудимой линии 
НП наблюдается снижение уровня мРНК этого 
нейротрофического фактора в  префронталь-
ной коре и гиппокампе на разных сроках после 
стресса [13]. Таким образом, эти данные — еще 
одно свидетельство в пользу того, что перифе-
рические маркеры могут не всегда напрямую 
отражать изменения, происходящие в мозге.

Для уточнения механизмов и динамики разви-
тия нейровоспаления в мозге крыс линий с гене-
тически детерминированной высокой и низкой 
возбудимостью необходимы дополнительные 
исследования в отношении уровней мРНК дру-
гих про- и  антивоспалительных цитокинов, 
а  также постстрессорных изменений в  уровне 
экспрессии соответствующих белков.

Рис. 3. Уровень мРНК гена bdnf в крови крыс c высоким и низким порогами возбудимости через 24 часа 7 и 24 дня 
после длительного эмоционально-болевого стрессирования. t-тест Стьюдента (n = 6)
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