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Митохондрии, которые определяют метаболические процессы в клетках и клеточную выживаемость, ча-
сто претерпевают структурно-динамические изменения при различных видах стресса и нарушениях энер-
гетического гомеостаза. Помимо внутриклеточного перемещения митохондрий, большое значение имеет
их межклеточный транспорт. Межклеточный трансфер происходит как в физиологических условиях, так
и при различных патологиях, который сопровождается устранением повреждений стрессированных кле-
ток и восстановлением структурно-функциональных нарушений тканей, вызванных митохондриальной
дисфункцией. Настоящий обзор суммирует последние данные, полученные исследователями в этой обла-
сти, и дает общее представление о молекулярных механизмах межклеточного транспорта митохондрий и
его роли в поддержании энергетического гомеостаза в тканях. Отдельно обсуждаются перспективные пути
изучения передачи митохондрий для таргетной терапии многих заболеваний.

Ключевые слова: митохондрии, межклеточный транспорт, митохондриальная дисфункция, митохондри-
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Митохондрии являются одной из самых сложных
и важных органелл в клетках эукариот, обеспечивая
их необходимой для жизнедеятельности энергией.
Митохондриальная дисфункция ассоциирована с
большим количеством патологических нарушений и
заболеваний (Ballinger, 2005; Gorman et al., 2009).
Энергопотребляющие ткани и ткани, подверженные
гипоксически-ишемическому повреждению, наибо-
лее уязвимы в плане энергетического истощения из-

за дисфункции митохондрий. Таким образом, под-
держание количества и качества митохондрий имеет
решающее значение для гомеостаза тканей и выжи-
вания клеток.

Долгое время считали, что митохондрии удержива-
ются в цитоплазме и подвергаются частому перепро-
граммированию и внутриклеточному перемещению
(Rafelski, 2013). Широко исследовался двунаправлен-
ный (антероградный и ретроградный) внутриклеточ-
ный аксональный транспорт митохондрий из-за его
значительного влияния на митохондриальный гомео-
стаз в нейронах (Morris, Hollenbeck, 1993). В настоящее
время большой интерес вызывает роль межклеточного
транспорта митохондрий в поддержании тканевого го-
меостаза (Mittelbrunn, Sanchez-Madrid, 2012; Murray,
Krasnodembskaya, 2019). В 2004 г. впервые обнаружено
перемещение органелл между клетками млекопита-
ющих через туннелирующие нанотрубочки (ТНТ)
(Rustom et al., 2004), а в 2006 г. продемонстрировали
межклеточный транспорт митохондрий из мезен-
химных стволовых клеток животных (МСК) в клет-
ки с поврежденными митохондриями (Spees et al.,

Принятые сокращения: АФК – активные формы кислорода;
БА – болезнь Альцгеймера; МСК – мезенхимные стволовые
клетки; КМ-МСК – костномозговые МСК; ММСК – мульти-
потентные МСК; мтДНК – митохондриальная ДНК; НСК –
нейральные стволовые клетки; ПЭК – эндотелиальные клет-
ки-предшественники; синдром MERRF – миоклоническая
эпилепсия с рваными мышечными волокнами; ТНТ – тунне-
лирующие нанотрубочки; ЭКМО – экстракорпоральная мем-
бранная оксигенация; ЭР – эндоплазматический ретикулум;
BMSC – костномозговые стволовые клетки; DAMP – пат-
терн-распознающие молекулы, ассоциированные с митохон-
дриальным повреждением; EGFR – рецептор эпидермального
фактора роста; T-ALL-клетки – T-лимфоидные клетки, полу-
ченные от больных с Т-клеточным острым лимфобластным
лейкозом; TAT – трансактиватор транскрипционного белка.

УДК 576.54:576.311.347
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2006). С тех пор накопленные к настоящему времени
данные о межклеточном трансфере митохондрий
свидетельствуют о более высокой активности мито-
хондрий, чем это предполагали ранее (Spees et al.,
2006; Islam et al., 2012; Hayakawa et al., 2016), а пере-
нос митохондрий от клеток-доноров к клеткам-ре-
ципиентам представляется многообещающим под-
ходом для поддержания межклеточного энергетиче-
ского гомеостаза (Vignais et al., 2017; Rodriguez et al.,
2018).

Во время митохондриального аэробного дыхания
в результате утечки электронов из электрон-транс-
портной цепи образуются активные формы кисло-
рода (АФК). Обычно количество электронов, выхо-
дящих из цепи переноса, минимально, и уровень
АФК может контролироваться путем утилизации
АФК митохондриями (Murphy, 2009). Однако при
стрессовых воздействиях на клетки, таких как ише-
мия (гипоксия), химическое воздействие и делеция в
митохондриальной ДНК (мтДНК), в митохондриях
накапливается большое количество АФК в результа-
те усиленной утечки электронов (Angelova, Abramov,
2016). Быстрое повышение уровня АФК вызывает
деполяризацию мембранного потенциала митохон-
дрий и впоследствии инициирует митофагию, кото-
рая представляет собой селективное разрушение по-
врежденных митохондрий путем аутофагии (Mo-
hammadalipour et al., 2020). Клетки не могут выжить
без этого источника энергии, поэтому замена мито-
хондрий, несомненно, является эффективным спо-
собом восстановить истощенные клетки. Интерес-
но, что имеется достаточное количество подтвер-
ждений тому, что митохондриальный транспорт
происходит не только при восстановлении жизнеде-
ятельности клеток, но и в других ситуациях.

Примечательно, что спонтанный транспорт ми-
тохондрий между клетками происходит и в физиоло-
гических условиях (Torralba et al., 2016; Liu et al.,
2021). С другой стороны, межклеточная передача
митохондрий, по-видимому, не только предотвра-
щает тканевое повреждение, часто возникающее
при патологии центральной нервной, сердечно-со-
судистой и дыхательной систем, но также опосреду-
ет клеточную активность, и тем самым оказывает
влияние на процессы резистентности к опухолевой
терапии и регуляции воспаления. Более того, изучение
трансцеллюлярной деградации поврежденных мито-
хондрий из клеток, подвергшихся воздействию стрес-
са, расширяет и понимание митофагии (Davis et al.,
2014). Следует отметить, что стволовые клетки явля-
ются наиболее популярными донорскими клетками
для передачи митохондрий, что указывает на то, что
донорство митохондрий может играть ключевую
роль в терапии стволовыми клетками.

Настоящий обзор ставит целью не только дать об-
щее представление о межклеточном транспорте ми-
тохондрий как фундаментальных органелл, опреде-
ляющих метаболические процессы в клетках и кле-

точную выживаемость в физиологических условиях,
но и собрать новейшие данные о молекулярных и
сигнальных механизмах митохондриального транс-
фера в патологических условиях. Прогресс в изуче-
нии межклеточного транспорта митохондрий от-
крывает перспективы для таргетной терапии многих
заболеваний.

ТРАНСПОРТ МИТОХОНДРИЙ 
В ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ УСЛОВИЯХ 
ДЛЯ ПОДДЕРЖАНИЯ ГОМЕОСТАЗА 

И РАЗВИТИЯ ТКАНЕЙ
Клеточная терапия, особенно основанная на ис-

пользовании стволовых клеток, считается перспек-
тивным подходом к лечению сердечных заболева-
ний (Payne et al., 2005), но специфические механиз-
мы межклеточной передачи сигналов полностью не
изучены. Для дальнейшего изучения влияния пере-
крестных связей между клетками, культивировали
дифференцированные мышиные кардиомиоциты с
мультипотентными стволовыми клетками человека,
полученными из жировой ткани (Acquistapace et al.,
2011), и впервые выявили важную роль транспорта
митохондрий из стволовых клеток в кардиомиоциты
мышей в перепрограммировании клеток. Доля кле-
ток-предшественников кардиомиоцитов резко сни-
зилась после уменьшения количества мтДНК в ство-
ловых клетках. Учитывая, что мышиные кардиомио-
циты демонстрируют небольшую гетерогенность,
другие авторы (Sinclair et al., 2016) сравнили эффек-
тивность транспорта митохондрий между костно-
мозговыми мезенхимными стволовыми клетками
(КМ-МСК) и двумя другими популяциями мезен-
химных стволовых клеток, полученными из здоро-
вой легочной ткани и жидкости бронхоальвеолярно-
го лаважа от реципиентов после трансплантации
легких in vitro. Результаты показали, что МСК из
здоровой легочной ткани и жидкости бронхоальвео-
лярного лаважа от реципиентов после транспланта-
ции легких могут передавать цитоплазматическое
содержимое и митохондрии здоровым эпителиаль-
ным клеткам бронхов человека с аналогичной эф-
фективностью посредством однонаправленного пе-
реноса.

Примечательно, что несколько исследований
in vitro показали, что этот спонтанный межклеточ-
ный транспорт митохондрий также может быть дву-
направленным. Межклеточный обмен цитоплазмой
и митохондриями между эпителиоцитами почечных
канальцев и мультипотентными мезенхимными
стволовыми (стромальными) клетками (ММСК)
был обнаружен при их совместном культивировании,
и он также был двунаправленным, хотя преобладал
транспорт в ММСК (Plotnikov et al., 2010). Вероятно,
что двунаправленный обмен клеточных компонентов
способствует дифференцировке ММСК, поскольку в
них наблюдали появление белков, специфичных для
почечных канальцев (Plotnikov et al., 2010). Анало-
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гичным образом, двунаправленный обмен митохон-
дриями был обнаружен в физиологических условиях
культивирования гладкомышечных клеток сосудов
человека и КМ-МСК, и этот процесс способствовал
пролиферации, но не дифференцировке МСК (Val-
labhaneni et al., 2012). С другой стороны, спонтанный
двунаправленный перенос митохондрий происходит
между соматическими клетками через нанотрубоч-
ки, о чем свидетельствуют межклеточные взаимо-
действия между мышиными кардиомиоцитами и кар-
диальными фибробластами, обеспечивающие струк-
турные и функциональные связи для поддержания
межклеточного гомеостаза в миокарде (He et al., 2011).
Несмотря на то, что исследования межклеточного
транспорта митохондрий в отсутствие стрессовых
факторов ограничены, они также представляют со-
бой значимый пул, необходимый для изучения по-
тенциальной роли митохондриального транспорта в
поддержании тканевого гомеостаза.

ТРАНСПОРТ МИТОХОНДРИЙ 
В УСЛОВИЯХ ПАТОЛОГИИ

Транспорт митохондрий в ЦНС. Двунаправлен-
ный аксональный транспорт митохондрий – это
особый вид внутриклеточной активности, необхо-
димый для восполнения энергозатрат в различных
областях нейронов (Morris, Hollenbeck, 1993). Не-
давно было показано, что межклеточный митохон-
дриальный транспорт является неотъемлемым биоло-
гическим событием в ЦНС, который, как полагают,
играет решающую роль в устранении ишемических и
геморрагических повреждений (Babenko et al., 2015,
2018; Morancho et al., 2015; Hayakawa et al., 2016,
2018; Chou et al., 2017; Huang et al., 2020), восстанов-
лении спинного мозга после травм (Gollihue et al.,
2018; Li et al., 2019), защите нейронов от нейротокси-
ческого действия, индуцированного химиотерапией
(Boukelmoune et al., 2018; English et al., 2020), и ней-
родегенерации (Rostami et al., 2017; Nitzan et al., 2019;
Valdinocci et al., 2019).

Эксперимент на мышиной модели инсульта под-
твердил, что нормально функционирующие мито-
хондрии в астроцитах могут транспортироваться к
поврежденным нейронам для устранения ишемиче-
ского повреждения и восстановления нервной си-
стемы (Hayakawa et al., 2016). При этом межклеточ-
ный транспорт митохондрий, вероятно, опосредует-
ся кальций-зависимым механизмом, включающим
CD38-сигнальный путь, и подавление CD38-сиг-
нальной системы может привести к снижению транс-
порта митохондрий, жизнеспособности клеток и
нарушению постишемического восстановления
(Hayakawa et al., 2016). Бабенко с коллегами
(Babenko et al., 2015, 2018) показали, что митохон-
дрии из мультипотентных МСК могут передаваться
в нейроны или астроциты, что приводит к восста-
новлению клеточного дыхания в клетках-реципиен-
тах и уменьшению ишемического повреждения. По-

мимо МСК, эндотелиальные клетки-предшествен-
ники (ПЭК) также использовались для клеточной
терапии благодаря их способности регулировать ан-
гиогенез и васкулогенез (Morancho et al., 2015). Под-
тверждено (Hayakawa et al., 2018), что митохондрии
из ПЭК могут доставляться в поврежденные эндоте-
лиальные клетки головного мозга. Результаты этих
авторов показали, что уровни митохондриального
белка TOM40, количество копий мтДНК и продук-
ция АТФ были повышены в поврежденных эндоте-
лиоцитах головного мозга. Плотность эндотелия
восстанавливалась после обработки митохондриаль-
ными частицами, полученными из ПЭК, что демон-
стрирует способность митохондрий из ПЭК поддер-
живать функционирование церебральных эндоте-
лиоцитов (Hayakawa et al., 2018).

В другом исследовании сообщалось о транспорте
митохондрий после субарахноидального кровоизли-
яния и травмы спинного мозга. Авторы в эксперимен-
тах на крысах и у пациентов (Chou et al., 2017) показали,
что митохондрии из астроцитов могут переноситься в
спинномозговую жидкость после субарахноидального
кровоизлияния. Более того, митохондриальный мем-
бранный потенциал уменьшался в течение первых
72 ч после кровоизлияния и далее начинал расти, что
коррелировало, соответственно, с неблагоприятным
течением в начале, но в итоге с благоприятным исхо-
дом после субарахноидального кровоизлияния. Дру-
гой эксперимент, связанный с травмой спинного
мозга, продемонстрировал, что экзогенные мито-
хондрии могут быть трансплантированы в повре-
жденный спинной мозг крысы и способствовать
поддержанию энергетического уровня, а также
функциональному восстановлению после травмы
(Gollihue et al., 2018).

Аналогичные исследования при сокультивирова-
нии КМ-МСК и нейронов в условиях глюкозо-кис-
лородного голодания также выявили направленный
транспорт митохондрий по пути нейронов и повы-
шение их выживаемости, что иллюстрирует потен-
циальный терапевтический эффект митохондрий
при травмах спинного мозга (Li et al., 2019). Даль-
нейшие исследования показали, что транспланта-
ция как КМ-МСК, так и митохондрий, полученных
из КМ-МСК, может уменьшать апоптоз нейронов и
способствовать восстановлению локомоторных функ-
ций у крыс после травмы спинного мозга, доказывая,
что транспорт митохондрий может рассматриваться
как потенциальный механизм терапии стволовыми
клетками при спинномозговых травмах (Li et al., 2019).

Когнитивные нарушения, вызванные химиотера-
пией, являются одной из критических проблем при
лечении рака (Wefel, Schagen, 2012). Было продемон-
стрировано, что цисплатин (химиотерапевтический
препарат на основе платины) может нарушать функ-
цию внутрисинаптосомальных митохондрий и изме-
нять морфологию митохондрий нейронов у мышей
(Chiu et al., 2017). Недавно появилось сообщение о
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защитных эффектах межклеточного транспорта ми-
тохондрий при их дисфункции в условиях циспла-
тин-индуцированной нейротоксичности (Boukel-
moune et al., 2018; English et al., 2020). При сокульти-
вировании МСК и обработанных цисплатином
нейральных стволовых клеток (НСК) МСК транс-
портировали свои функционирующие митохондрии
в НСК, что сопровождалось снижением гибели НСК
и восстановлением в них митохондриального мем-
бранного потенциала (Boukelmoune et al., 2018).
Кроме того, установлено, что здоровые митохон-
дрии могут передаваться из астроцитов в поврежден-
ные in vitro цисплатином нейроны, увеличивая их
выживаемость и восстанавливая в них кальциевую
динамику (English et al., 2020). Интересно, что та же
доза цисплатина в астроцитах не влияла на их жиз-
неспособность (English et al., 2020). Результаты по-
казали, что астроциты могут защищать нейроны от
проявлений нейротоксичности, индуцированной
химиотерапией in vivo, за счет передачи своих
функционирующих митохондрий поврежденным
нейронам.

Следует упомянуть о экспериментах с астроцита-
ми, полученными из коры головного мозга крыс
(Hayakawa et al., 2016). Исследователи выяснили, что
астроциты действительно выделяют митохондрии в
окружающую среду. С помощью метода CRISPR/Cas9
были получены и генномодифицированные клетки с
усиленным производством белка CD38, который ка-
тализирует синтез циклической АДФ-рибозы, сиг-
нальной молекулы, необходимой для работы кальцие-
вых мембранных каналов, в том числе и в митохондри-
ях. Как и ожидали авторы, генномодифицированные
клетки с усиленной экспрессией CD38 производили и
выделяли в среду намного больше митохондрий
(Hayakawa et al., 2016). Ученые предположили, что
этот процесс может развиваться при повреждении
нейронов, помогая их восстановлению.

Митохондриальная дисфункция является важ-
ным следствием нейродегенеративных заболеваний,
таких как болезнь Альцгеймера (БА) и болезнь Пар-
кинсона (Nitzan et al., 2019; Valdinocci et al., 2019).
Показали, что мыши с экспериментальной БА, по-
лучавшие внутривенно свежевыделенные митохон-
дрии человека, проявляли лучшие когнитивные спо-
собности, чем мыши в контрольной группе, и что у
мышей, получавших лизат митохондрий, суще-
ственно уменьшались потери нейронов и подавля-
лись процессы глиоза по сравнению с мышами с БА,
которым не вводили митохондрии (Nitzan et al.,
2019). Хотя вопросы эффективности и безопасности
вмешательства требуют дальнейшего рассмотрения,
это исследование наглядно демонстрирует необхо-
димость улучшения митохондриального биогенеза у
пациентов с БА.

Прогрессирование болезни Паркинсона связано
с агрегацией патологического α-синуклеина (α-syn).
Недавние исследования показали, что белковые аг-

регаты α-syn могут связываться с митохондриями,
вызывая их повреждение и фрагментацию (Grassi et al.,
2018). Доказано, что α-syn может накапливаться в
астроцитах, подвергнутых стрессовому воздей-
ствию, следствием которого является набухание эн-
доплазматического ретикулума и митохондриальная
дисфункция (Rostami et al., 2017). Кроме того, на-
копленный α-syn из поврежденных астроцитов до-
ставляется к соседним здоровым клеткам посред-
ством прямого контакта или ТНТ, что, в свою оче-
редь, индуцировало транспорт митохондрий от
здоровых астроцитов к астроцитам, претерпевшим
стресс (Rostami et al., 2017). Предполагается, что пе-
редача патологического α-syn между клетками и
межклеточный транспорт митохондрий при про-
грессировании болезни Паркинсона может пред-
ставлять терапевтическую мишень для ее лечения.

Транспорт митохондрий в сердечно-сосудистой си-
стеме. Сердце – энергоемкий и автономный орган,
которому требуется постоянное поступление кисло-
рода для поддержания его физиологической функ-
ции. Митохондрии обеспечивают сердце первичной
энергией за счет аэробного дыхания и составляют
30% объема кардиомиоцитов. Таким образом, мито-
хондриальная дисфункция при кардиоваскулярной
патологии или мутации мтДНК, вызванные окисли-
тельным стрессом, тесно связаны с сердечно-сосу-
дистыми заболеваниями (Ballinger, 2005).

Ишемия является основной причиной поврежде-
ния миокарда и апоптоза, поскольку блокирование
поступления кислорода к кардиомиоцитам обычно
приводит к дисфункции митохондрий (Liu et al.,
2021). Было показано, что трансплантация функци-
онирующих митохондрий в ишемизированную
ткань миокарда кроликов сопровождается кардио-
протекторным действием и значительно уменьшает
размер инфаркта сердца через 4 нед. после выздо-
ровления (Masuzawa et al., 2013). С помощью флуо-
ресцентной микроскопии было обнаружено, что ми-
тохондрии частично интернализуются кардиомио-
цитами через 2–8 ч после трансплантации. Хотя
конкретный механизм интернализации митохон-
дрий не выявлен, результаты показали, что транс-
плантированные митохондрии могут увеличивать
потребление кислорода, продукцию АТФ и секре-
цию хемокинов в ишемизированной ткани миокар-
да, а также способствовать синтезу кардиоспецифич-
ных белков, необходимых для поддержания энергети-
ческого гомеостаза миокарда (Masuzawa et al., 2013).

Помимо прямой трансплантации митохондрий,
МСК в экспериментах in vitro способны восстанав-
ливать жизнеспособность кардиомиобластов, под-
вергшихся ишемии, за счет транспорта функциональ-
ных митохондрий из донорских клеток (Cselenyak et al.,
2010). На примере модели гипоксии/реоксигенации
кардиомиоцитов установлено, что однонаправленный
транспорт митохондрий как от интактнах, так и от ин-
дуцированных гипоксией/реоксигенацией миофиб-
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робластов по пути поврежденных кардиомиоцитов со-
провождался подавлением в них апоптоза (Shen et al.,
2018). Полученные результаты обновили существо-
вавшие ранее данные о межклеточном трансфере
митохондрий, выявив двунаправленный транспорт
митохондрий между кардиофибробластами и кар-
диомиоцитами в условиях нормоксии (He et al.,
2011). Кроме того, поврежденные кардиомиоциты,
индуцированные липополисахаридом (Yang et al.,
2016) или антрациклином (Zhang et al., 2016), также
демонстрировали способность к восстановлению за
счет функционирующих митохондрий, полученных
из МСК.

Транспорт митохондрий в другие тканевые систе-
мы. МСК могут происходить из разных источников,
поэтому разные типы МСК обладают разной спо-
собностью к дифференцировке и сохранению жиз-
неспособности других клеток. Так, установлено, что
помимо восстановления жизнедеятельности наибо-
лее уязвимых органов, МСК также транспортируют
митохондрии в клетки, подвергшиеся стрессорному
воздействию, и восстанавливают их аэробное дыха-
ние. Эндотелиальные клетки пупочной вены человека,
подвергнутые глюкозо-кислородной депривации и
реоксигенации, продемонстрировали восстановление
при совместном культивировании с КМ-МСК челове-
ка, и этот эффект был опосредован однонаправлен-
ным переносом здоровых митохондрий от КМ-МСК
к поврежденным эндотелиоцитам (Liu et al., 2014).

В другой совместной культуре в физиологических
условиях происходил транспорт митохондрий из
МСК, полученных из индуцированных плюрипо-
тентных стволовых клеток человека, к эпителиаль-
ным клеткам роговицы кролика, при этом в услови-
ях окислительного стресса, вызванного действием
ротенона, трансфер митохондрий в клетки эпителия
роговицы значительно возрастал (Jiang et al., 2016).
Трансплантация скаффолдов с МСК способствова-
ла заживлению ран роговицы, полученных на кроли-
чьих моделях с использованием щелочи, в результате
передачи митохондрий из МСК в клетки эпителия ро-
говицы (Jiang et al., 2016). Перенос митохондрий также
происходил между МСК человека, когда МСК реци-
пиента подвергались H2O2-индуцированному окисли-
тельному стрессу, а донорские МСК были предвари-
тельно обработаны N-ацетил-L-цистеином и L-аскор-
бат-2-фосфатом, которые благоприятно влияли на
митохондриальный биогенез в MСК (Li et al., 2017).
Таким образом, происходило подавление окисли-
тельного стресса в МСК после их обработки пе-
рексидом водорода, а также уменьшение фрагмента-
ции поврежденных митохондрий (Li et al., 2017).

Недавно было показано, что МСК, полученные
из Вартонова студня пупочного канатика человека
(WJ-MSCs), являются еще одним хорошим источни-
ком донорских митохондрий (Lin et al., 2015). Миокло-
ническая эпилепсия с рваными мышечными волокна-
ми (синдром MERRF) – редкое митохондриальное за-

болевание, которое приводит к нервно-мышечным
расстройствам. Совместное культивирование кле-
ток WJ-MSC с цитоплазматическими гибридами
MERRF, которые демонстрируют высокий коэффи-
циент митохондриальных мутаций, сопровождалось
повышением митохондриальной биоэнергетики и
жизнеспособности цитоплазматических гибридов
MERRF (Chuang et al., 2017). При этом было показа-
но, что положительные эффекты связаны именно с
транспортом функционирующих митохондрий от
WJ-MSC к клеткам MERRF.

Транспорт митохондрий для их деградации. Другая
сторона межклеточного транспорта митохондрий
заключается в том, что поврежденные митохондрии
могут быть доставлены в другие клетки для деграда-
ции, повторного использования или даже для оказа-
ния положительного действия на передачу сигнала.
Так, Девис с коллегами (Davis et al., 2014) впервые
описали трансцеллюлярную деградацию митохон-
дрий с использованием введенного с помощью ви-
руса специфического белка, меченного флуорофор-
ной группой. Было показано, что поврежденные ми-
тохондрии в ганглионарных клетках сетчатки в
области головки зрительного нерва переносятся в
соседние астроциты и деградируют внутри лизосом.
Выявленный процесс деградации митохондрий в
ганглионарных клетках сетчатки получил название
трансмитофагии в отличие от известной митофагии.
Интересно, что в отличие от переноса митохондрий
из нормально функционирующих МСК к макрофа-
гам, наблюдаемого при восстановлении структурно-
функциональных нарушений тканей (Morrison et al.,
2017), поврежденные в условиях окислительного
стресса МСК также передавали свои частично депо-
ляризованные митохондрии в макрофаги в составе
микровезикул в экспериментальной системе совмест-
ного культивирования in vitro (Phinney et al., 2015).

Этот процесс рассматривается как форма мито-
фагии, помогающая МСК выживать при окисли-
тельном стрессе. Примечательно, что транспортиро-
ванные деполяризованные митохондрии повторно
использовались посредством слияния митохондрий
в макрофагах клеток реципиента для увеличения
биоэнергетической эффективности (Phinney et al.,
2015). Хотя поврежденные митохондрии были ча-
стично деполяризованы, структура их митохондри-
альной мембраны не была нарушена, что способ-
ствовало слиянию с мембранами функционирую-
щих митохондрий в макрофагах клеток реципиента
(Phinney et al., 2015). Опухолевые клетки также могут
транспортировать нефункциональные митохондрии
в нормальные клетки в опухолевом микроокруже-
нии для адаптации к различным нарушениям, тем
самым способствуя прогрессированию опухоли.
Так, обнаружен (Wang et al., 2018) двунаправленный
транспорт митохондрий через ТНТ между КМ-МСК и
T-лимфоидными клетками (T-ALL-клетками), полу-
ченными от больных с Т-клеточным острым лимфоб-
ластным лейкозом. Авторы показали, что T-ALL-клет-
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ки после химиотерапевтического воздействия
транспортировали гораздо больше митохондрий в
МСК, чем сами КМ-МСК, что подавляло продук-
цию митохондриальных АФК в T-ALL-клетках и по-
вышало их химиорезистентность (Wang et al., 2018).
Паттерн-распознающие молекулы, ассоциирован-
ные с митохондриальным повреждением (DAMP),
такие как мтДНК, N-формил-пептиды и митохон-
дриальные белки, высвобождаются из поврежден-
ных клеток, распознаются иммунными клетками
(нейтрофилами и моноцитами или макрофагами) и
вызывают иммунный ответ (Krysko et al., 2011).

Таким образом, митохондрии можно рассматри-
вать не только как сенсоры клеточного стресса, но и
как регуляторы передачи сигналов опасности, вы-
полняющие роль предупредительного знака для
клетки или ткани и их своевременной реакции (Gal-
luzzi et al., 2012) (рис. 1). Так, недавние открытия по-
казали, что нормально функционирующие митохон-
дрии могут высвобождаться из поврежденных кле-
ток и действовать как специальные молекулы, при
высвобождении которых запускаются воспалитель-
ные реакции (Maeda, Fadeel, 2014) или процессы
восстановления повреждений тканей (Mahrouf-Yor-
gov et al., 2017). В экспериментах in vitro с сокульти-
вируемыми клетками митохондрии, высвобождаемые
из поврежденных соматических клеток (кардиомио-
цитов или эндотелиальных), транспортировались в
МСК и подвергались в них деградации через актива-
цию сигнального пути гемоксигеназы-1 (HO-1), ко-
торая сопровождалась стимуляцией митохондриаль-
ного биогенеза в МСК (Mahrouf-Yorgov et al., 2017).
Активированные в МСК митохондрии затем переда-
вались в соматические клетки, подвергшиеся воз-
действию пероксида водорода, и понижали в них
уровень апоптоза (Mahrouf-Yorgov et al., 2017). Было
обнаружено, что накопление в стрессированных
клетках АФК, выступающих в роли триггера аутофа-
гии (Bartz et al., 2015), является пусковым сигналом,
необходимым для стимуляции HO-1-опосредован-
ного антиапоптотического ответа. Низкий уровень
АФК в стрессированных соматических клетках
уменьшал высвобождение митохондрий из МСК
(Mahrouf-Yorgov et al., 2017).

Конкретные механизмы трансфера митохондрий
между клетками изучены пока недостаточно, поэто-
му для определения возможности использовать та-
кие процессы, как транспорт поврежденных митохон-
дрий из соматических клеток в МСК для последующей
деградации, а также транспорт функциональных мито-
хондрий из МСК в поврежденные клетки, требуется
дальнейшее изучение механизмов транспорта мито-
хондрий между клетками.

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
МЕЖКЛЕТОЧНОГО ТРАНСПОРТА 

МИТОХОНДРИЙ

В настоящее время молекулярные и сигнальные
механизмы митохондриального транспорта изучены
пока недостаточно. Большинство исследований по-
казали, что ТНТ и микровезикулы являются наибо-
лее распространенными путями межклеточного
трансфера митохондрий (рис. 2). Однако факторы,
активирующие транспорт митохондрий в клетках-
донорах и клетках-реципиентах, остаются менее
изученными.

ПУТИ МЕЖКЛЕТОЧНОГО ТРАНСПОРТА 
МИТОХОНДРИЙ

Туннелирующие нанотрубочки. В 2004 г. было
впервые описано образование ТНТ между крысины-
ми клетками феохромоцитомы PC12 (Rustom et al.,
2004) и иммунными клетками (Onfelt et al., 2004).
Эти нанотрубочки представляют собой мембранные
трубчатые выступы, отходящие от плазматической
мембраны и позволяющие транспортировать раз-
личные клеточные компоненты или органеллы, что
в значительной степени способствует межклеточно-
му взаимодействию для поддержания тканевого го-
меостаза (Vignais et al., 2017). Диаметр этих структур
составляет от 50 до 1500 нм, а длина – от нескольких
десятков до сотен микрон (Austefjord et al., 2014).
Среди всех транспортируемых органелл основными
считаются митохондрии, для которых описан как
однонаправленный, так и двунаправленный транс-
порт через ТНТ. Кроме того, было подтверждено,
что такие ТНТ-подобные мембранные структуры,
как отростки остеоцитов, также выступают в
роли переносчиков митохондрий внутри сети остео-
цитов (Gao et al., 2019). При блокировании образова-
ния ТНТ актин-связывающим токсином цитохала-
зином B в наномолярной концентрации (350 нМ),
который оказывал незначительное влияние на про-
цессы эндоцитоза и фагоцитоза, транспорт органелл
между клетками значительно снижался (Bukoreshtli-
ev et al., 2009).

Известно, что различные стрессовые факторы,
вызывающие повреждение митохондрий, способ-
ствуют образованию ТНТ и последующему транс-
порту по ним митохондрий, однако не так много ис-
следований сосредоточено на механизме инициации
и регуляции образования этих мембранных струк-
тур. Сообщалось, что активация фактора p53 являет-
ся важным событием, запускающим образование
ТНТ в ответ на клеточный стресс (Wang et al., 2011).
В подвергшихся стрессу клетках активация p53 опо-
средовала регуляцию экспрессии рецептора эпидер-
мального фактора роста (EGFR) и активируемого им
сигнального каскада Akt/PI3K/mTOR, что приводило
к сверпродукции M-Sec (TNFαip2) (Wang et al., 2011),
способствующего полимеризации актина и форми-
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рованию ТНТ путем взаимодействия с RalA (Hase et al.,
2009). Показано также, что образование ТНТ между
обработанными ротеноном эпителиальными клет-
ками роговицы и МСК регулировалось сигнальным
путем NF-κB/TNFαip2, активированным ротенон-
индуцированными АФК (Jiang et al., 2016). Кроме
того, процесс запуска формирования ТНТ может быть
связан с взаимодействием p53 и АФК (Chen et al.,
2018), в частности, с активацией p53 под действием
АФК в условиях окислительного стресса. Наконец,
установлено, что инициирование процесса образо-
вания ТНТ ассоциировано с увеличением при акти-
вации р53-зависимых сигнальных путей каспаза-3-
зависимого расщепления белка S100A4 (Sun et al.,
2012) – кальций-связывающего белка семейства
S100. Сообщалось, что наличие градиента белка

S100A4 способствует росту ТНТ от поврежденных
клеток с низкой концентрацией S100A4 к клеткам-
мишеням с более высокой концентрацией S100A4
(Sun et al., 2012).

На экспериментальной модели острого липопо-
лисахарид-индуцированного повреждения легких у
мышей in vivo получили доказательства (Islam et al.,
2012) участия трансмембранного белка щелевых
контактов коннексина 43 (Сх43) в передаче мито-
хондрий путем стабилизации участков прикрепле-
ния костномозговых стволовых клеток (BMSC) к
клеткам альвеолярного эпителия, а также стимули-
рования образования ТНТ и микровезикул. Однако
образование ТНТ и микровезикул подавлялось в
Cx43-мутантных BMSC в результате нарушения
функционирования контактов между BMSC и аль-

Рис. 1. Роль транспорта митохондрий для функционирования стволовых клеток (а), опухолевых клеток при злокачественном
росте (б) и клеток нейроваскулярной единицы (в) в норме и при патологии. DAMP – паттерн-распознающие молекулы, ас-
социированные с митохондриальным повреждением.
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веолами. В таких условиях транспорт митохондрий
был значительно подавлен и восстановления после
повреждения легких не происходило.

Тем не менее, в некоторых других исследованиях
также сообщалось об участии Cx43 в образовании
ТНТ (Osswald et al., 2015; Torralba et al., 2016). Было
подтверждено (Osswald et al., 2015), что митохондрии
быстро перемещаются по мембранным микротру-
бочкам опухолевых клеток, и что в области пересече-
ния двух разных микротрубочек часто локализован
Cx43, способствующий распространению кальция
по этим структурам. Потеря Cx43 снижает синхрон-
ность распространения межклеточных кальциевых
волн и долю клеток астроцитомы с множественны-
ми микротрубочками, что указывает на роль Cx43 в
стабилизации этих структур в опухолевых клетках.
Кроме того, сообщалось об экспрессии Cx43 в остео-
цитарной сети, способствующей выживанию остео-
цитов (Ma et al., 2019), что свидетельствует о вероят-
ном участии Cx43 в транспорте митохондрий между
остеоцитами за счет усиления межклеточных кон-
тактов. Хотя механизмы, опосредующие участие
белков щелевых контактов в межклеточном транс-
порте митохондрий, требуют дальнейшего изучения,
можно предположить, что Cx43 принимает участие в
заякоривании митохондрий с помощью ТНТ.

Известно, что для ТНТ-опосредованного транс-
порта митохондрий требуется участие Rho-подоб-
ных ГТФаз, локализованных во внешней митохон-
дриальной мембране, таких как Miro1 (Ahmad et al.,

2014; Babenko et al., 2015, 2018; Zhang et al., 2016). В
нейронах Miro1 действует как заякоренный в наруж-
ной мембране митохондрии белок, который взаимо-
действует с митофузином1/2 и кинезином-1 через
адаптерный белок milton (TRAK, существующий в
нескольких изоформах – TRAK1/2 и OIP106/98), с
образованием белкового комплекса, позволяющего
митохондриям перемещаться по микротрубочкам
(Misko et al., 2010). Показано влияние Miro1 на ТНТ-
опосредованный межклеточный транспорт мито-
хондрий от МСК к стрессированным эпителиаль-
ным клеткам (Ahmad et al., 2014). Сверхэкспрессия
Miro1 в МСК способствовала усилению транспорта
митохондрий и уменьшению повреждения эпители-
альных клеток, тогда как нокаутирование гена белка
Miro1 в МСК подавляло перенос митохондрий и
снижало эффективность восстановления.

Интересно, что по сравнению с КМ-МСК, инду-
цированные плюрипотентные стволовые клетки бы-
ли более эффективны в роли доноров митохондрий,
а также способствовали восстановлению после ан-
трациклин-индуцированной кардиомиопатии бла-
годаря более высокой экспрессии Miro1 (Zhang et al.,
2016). Бабенко с коллегами (Babenko et al., 2015) так-
же обнаружили тесную взаимосвязь между Miro1 и
транспортом митохондрий, о чем свидетельствовали
увеличение количества белка Miro1 в МСК после их
сокультивирования с нейронами и эффективность
передачи митохондрий в МСК со сверхэкспрессией
Miro1 при их трансплантации крысам с эксперимен-

Рис. 2. Схема возможных путей и наиболее важных молекулярных механизмов межклеточного транспорта митохондрий. На
рисунке показаны целые (неповрежденные функционально активные) и “усеченные” и фрагментированные (поврежденные
нефункциональные) митохондрии. АФК – активные формы кислорода, ЭПР – эндоплазматический ретикулум, Сх43 – кон-
нексин 43, EGFR – рецептор эпидермального фактора роста, PI3K, AKT, mTOR – киназы, M-Sec – белок, известный как
TNFαip2, Miro1 – GTPаза. См. объяснения в тексте.
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тальным ишемическим инсультом (Babenko et al.,
2018). Эти результаты доказывают значительный
вклад транспорта митохондрий в постишемическую
нейропротекцию. Таким образом, возможно, что
межклеточный перенос митохондрий через ТНТ име-
ет схожие механизмы с Miro1-опосредованным аксо-
нальным транспортом митохондрий в нейронах.

Микровезикулы. Внеклеточные микровезикулы
являются важными посредниками межклеточной
коммуникации (Mittelbrunn, Sanchez-Madrid, 2012).
В зависимости от их происхождения везикулы можно
подразделить на несколько типов с различными разме-
рами, которые включают экзосомы (30–100 нм), мик-
ровезикулы (от 100 нм до 1 мкм) и апоптотические
тельца (>1 мкм) (Mittelbrunn, Sanchez-Madrid, 2012).
В силу небольших размеров, экзосомы, происходя-
щие из мембран эндосом, могут содержать только
небольшие белки, липиды и РНК (Kourembanas,
2015), а также мтДНК (Guescini et al., 2010). Микро-
везикулы, образованные путем блеббинга плазмати-
ческой мембраны, могут содержать целую органеллу
из-за их большего диаметра и участвовать в транспорте
митохондрий и мтДНК (Spees et al., 2006; Islam et al.,
2012; Phinney et al., 2015; Hayakawa et al., 2016; Morri-
son et al., 2017). Было обнаружено, что BMSC предо-
ставляют функционирующие митохондрии клеткам
альвеолярного эпителия не только через ТНТ, но
также и через микровезикулы, для образования ко-
торых показана зависимость от экспрессии Cx43(Is-
lam et al., 2012). Наконец, микровезикулы также
участвуют в трансмитофагии поврежденных гангли-
онарных клеток сетчатки (Davis et al., 2014) и стресс-
активированных МСК (Phinney et al., 2015), что со-
провождается реутилизацией деполяризованных
митохондрий.

Выброс и интернализация митохондрий. Как уже
говорилось выше, считается, что транспорт мито-
хондрий от клеток-доноров к клеткам-реципиентам
в большинстве случаев зависит от наличия таких
межклеточных структур, как ТНТ и микровезикулы.
Однако в некоторых исследованиях сообщается, что
митохондрии или их фрагменты могут высвобож-
даться из клетки или поступать внутрь нее без фор-
мирования межклеточных структур путем выброса
из клетки или погружения в клетку в процессе ин-
тернализации. Хотя доказательств транспорта мито-
хондрий за счет процессов их выброса и поглощения
из донорских клеток в клетки-реципиенты не так
много, тем не менее, трансмембранная подвижность
митохондрий также может способствовать межкле-
точной передаче митохондрий.

Предполагается, что выброс из клетки митохон-
дрий необходим в основном для контроля качества
митохондрий (Lyamzaev et al., 2008; Nakajima et al.,
2008) или передачи стресс-сигналов (Boudreau et al.,
2014; Maeda, Fadeel, 2014). Например, клетки HeLa
выбрасывали фрагменты митохондрий в процессе
элиминации митохондрий при митоптозе в условиях

окислительного стресса (Lyamzaev et al., 2008). Дру-
гие авторы обнаружили, что цитоплазматические
вакуоли, отделившиеся от плазматической мембра-
ны), поглощали поврежденные митохондрии, а за-
тем вытесняли их из погибающих клеток (индуциро-
ванных фактором некроза опухоли TNFα) путем по-
вторного слияния с мембраной клеток каспаза-
зависимым путем (Nakajima et al., 2008). Интересно,
что для осуществления процессов блеббинга и вы-
броса митохондрий требовалось отсутствие повре-
ждений со стороны актинового и тубулинового ци-
тоскелета, поскольку дестабилизация актина или ту-
булина подавляла образование цитоплазматических
вакуолей.

В некоторых случаях выброс митохондрий из
стрессированных клеток рассматривали как сигнал
для запуска воспалительных реакций (Maeda,
Fadeel, 2014). Выброс митохондрий и их фрагментов
из клеток был обнаружен также в линиях клеток Jur-
kat и фибросаркомы мыши L929 с дефицитом Fas-
белка, ассоциированного с доменом смерти, под-
вергнутых воздействию TNFα (Maeda, Fadeel, 2014).
Дальнейшие эксперименты in vitro показали, что
очищенные митохондрии, высвобождаемые некро-
тизированными клетками, могут поглощаться мак-
рофагами и дендритными клетками человека, что
сопровождается модулирующим влиянием на про-
дукцию цитокинов макрофагами и индукцию созре-
вания дендритных клеток (Maeda, Fadeel, 2014). В
другом исследовании показано, что функциональ-
ные митохондрии могут высвобождаться из активи-
рованных тромбоцитов как в виде инкапсулирован-
ных в мембрану микрочастиц, так и в виде свобод-
ных органелл (Boudreau et al., 2014). В дополнение к
исследованиям in vitro, исследование in vivo показа-
ло, что внутривенное введение мышам внеклеточ-
ных митохондрий ускоряло адгезию нейтрофилов к
эндотелию сосудов и что сопровождалось активаци-
ей нейтрофилов и воспалительной реакцией (Bou-
dreau et al., 2014).

Интернализация митохондрий была впервые
описана в 1982 г. Кларком и Шэем (Clark, Shay,
1982), которые назвали это явление митохондриаль-
ной трансформацией. В работе этих авторов было
показано, что в чувствительных к хлорамфениколу и
эфрапептину клетках млекопитающих происходит
интернализация митохондрий, которая приводит к
увеличению клеточной выживаемости при воздей-
ствии антибиотиков (Clark, Shay, 1982). Полученные
результаты предполагают, что явление митохондри-
альной трансформации может служить терапевтиче-
ской мишенью для лечения митохондриальных на-
рушений.

Считается, что трансплантация изолированных
функциональных митохондрий и их интернализа-
ция в клетках-реципиентах путем макропиноцитоза
(Chang et al., 2019) может сопровождаться восстанов-
лением эффективности окислительного фосфори-
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лирования в клетках-реципиентах и их пролифера-
ции in vitro (Hayakawa et al., 2018; Chang et al., 2019).
Недавние исследования продемонстрировали, что
интернализация митохондрий зависит от целостно-
сти внешней митохондриальной мембраны и при-
сутствия на ней белков синцитина-1 и синцитина-2,
которые могут выступать в роли лигандов в процес-
сах взаимодействия между митохондриями и клетка-
ми-реципиентами (Chang et al., 2019). В дополнение
к экспериментам in vitro, некоторые исследования in
vivo тоже показали положительное влияние транс-
плантации митохондрий на восстановление повре-
ждений тканей (Masuzawa et al., 2013; Emani et al.,
2017; Gollihue et al., 2018). Так, была проведена серия
экспериментов in vivo и клинических исследований
по изучению кардиозащитного эффекта трансплан-
тации митохондрий на ишемическое и реперфузи-
онное повреждение миокарда (Masuzawa et al., 2013;
Emani et al., 2017). Функциональные аутологичные
митохондрии, изолированные из неишемизирован-
ных скелетных мышц кролика, вводили непосред-
ственно в ишемизированную зону сердца, где они
могли быть интернализованы поврежденными кар-
диомиоцитами. Это приводило к ограничению раз-
мера инфаркта и восстановлению функции миокар-
да при постинфарктной сердечной недостаточности
(Masuzawa et al., 2013). Кроме того, эта группа уче-
ных (Emani et al., 2017) сообщила о первом клиниче-
ском применении митохондриальной аутотранс-
плантации для восстановления функции миокарда у
детей, которым проводили экстракорпоральную
мембранную оксигенацию (ЭКМО) из-за ишемиче-
ского/реперфузионного повреждения миокарда
(Emani et al., 2017).

Хотя некоторые вопросы, касающиеся дозы и
способа митохондриальной трансплантации, еще
нуждаются в корректировке, все-таки первичные
результаты обнадеживают. Действительно, у четы-
рех из пяти пациентов наблюдали улучшение сокра-
тительной функции сердца, что позволило прекра-
тить поддержку ЭКМО (Emani et al., 2017). К насто-
ящему времени механизм захвата митохондрий
полностью не изучен, но трансплантация функцио-
нально активных митохондрий, по-видимому, явля-
ется потенциальной терапевтической стратегией для
лечения повреждения тканей.

ТРИГГЕРНЫЕ СИГНАЛЫ
По мере накопления доказательств появилось по-

нимание того, что стрессовые сигналы, вызванные
дисфункцией митохондрий или окислительным
стрессом, могут передаваться от клеток-реципиен-
тов клеткам-донорам и запускать в них транспорт
митохондрий. Сообщается, что помимо паттерн-
распознающих молекул, ассоциированных с мито-
хондриальным повреждением, и самих поврежден-
ных митохондрий (Krysko et al., 2011; Maeda, Fadeel,
2014; Mahrouf-Yorgov et al., 2017), усиление межкле-

точного транспорта митохондрий происходит и под
действием некоторых других молекул и связанных с
ними сигнальных путей. В процессе окислительного
фосфорилирования в нормально функционирую-
щих митохондриях небольшая часть электронов вы-
ходит из комплексов I и III, увеличивая скорость
продукции АФК за счет реакции с O2 (Murphy, 2009).

В физиологических условиях защита клетки от
АФК и контроль клеточного гомеостаза осуществля-
ются антиоксидантными ферментами, такими как
супероксиддисмутаза, каталаза или глутатионперок-
сидаза (Murphy, 2009). Однако при различных пато-
логических условиях клетки, подвергшиеся воздей-
ствию ишемии (гипоксии), либо химическому воздей-
ствию, сопровождающемуся нарушением функций
митохондрий, генерируют избыточное количество
АФК, которые не могут быть эффективно обезвре-
жены этими антиоксидантными ферментами, что
приводит к окислительному повреждению. В клет-
ках, функции которых сопряжены с особенно высо-
кими энергозатратами, усиление продукции АФК
при стрессе запускает механизм восстановления
функций митохондрий (Ahmad et al., 2014; Mahrouf-
Yorgov et al., 2017). И наоборот, МСК, которые обыч-
но выступают в роли доноров митохондрий, поддер-
живают свои митохондрии в неактивном состоянии
и используют для поддержания энергетического ба-
ланса аэробный гликолиз (Paliwal et al., 2018), что
снижает риск гиперпродукции АФК. Кроме того,
МСК характеризуются высоким уровнем экспрес-
сии супероксиддисмутазы, каталазы и глутатионпе-
роксидазы, контролирующих уровень АФК (Valle-
Prieto, Conget, 2010). Во время дифференцировки
стволовых клеток процессы окислительного фосфо-
рилирования сопровождаются усилением митохон-
дриального биогенеза и изменением морфологии
митохондрий для удовлетворения повышенной по-
требности в энергии (Guo et al., 2020).

Было показано, что в условиях стресса повышен-
ный уровень АФК вызывает фрагментацию мито-
хондрий, их кластеризацию в перинуклеарной обла-
сти, формирование митоптозных телец и последую-
щий выброс митохондрий из клетки (Lyamzaev et al.,
2008). Интересно, что транспорт нефункциональ-
ных митохондрий из поврежденных соматических
клеток в присутствии антиоксиданта N-ацетил-L-
цистеина в МСК был значительно подавлен
(Mahrouf-Yorgov et al., 2017). Кроме того, ингибиро-
вались процессы активации HO-1 и митохондриаль-
ного биогенеза в МСК, а также трансфера митохон-
дрий из МСК в соматические клетки (Mahrouf-Yor-
gov et al., 2017). Поскольку митохондрии участвуют в
синтезе гема, было сделано предположение, что
АФК-индуцируемая трансмиттофагия поврежден-
ных митохондрий в клетках-реципиентах сопровож-
дается высвобождением гема в МСК, что приводит к
активации в них сигнального пути HO-1 (Mahrouf-
Yorgov et al., 2017).
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Как известно, активация HO-1 стимулирует ми-
тохондриальный биогенез (MacGarvey et al., 2012),
что сопровождается повышением экспрессии ре-
цептора PPARγ (рецептора, активирующего проли-
ферацию пероксисом) и митохондриального факто-
ра транскрипции A в МСК. Вероятно, это способ-
ствует слиянию митохондрий и их последующему
транспорту для устранения повреждений стрессиро-
ванных соматических клеток (Mahrouf-Yorgov et al.,
2017). Кроме того, в недавнем исследовании было
подтверждено индуцирующее действие АФК на пе-
редачу митохондрий из гемопоэтических стволовых
клеток к КМ-МСК (Mistry et al., 2019). Так, накопле-
ние АФК в гемопоэтических стволовых клетках, вы-
званное грамотрицательной бактериальной микро-
флорой, активировало PI3K-сигнальный путь и спо-
собствовало Cx43-опосредованному транспорту
митохондрий из КМ-МСК в гемопоэтические стволо-
вые клетки (Mistry et al., 2019). Интересно, что p53-за-
висимая активация сигнального пути Akt/PI3K/mTOR
также была связана с формированием ТНТ, приводя
к гиперпродукции TNFα. Похоже, существует тес-
ная взаимосвязь между АФК и p53: АФК, вероятно,
являются индуктором транспорта митохондрий в
стрессированных клетках, а PI3K может выступать в
роли медиатора, опосредующего межклеточные вза-
имосвязи и, соответственно, процесс трансфера.

CD38, многофункциональный трансмембранный
гликопротеин, известен как катализатор синтеза вто-
ричных посредников Ca2+-зависимого сигналинга, та-
ких как циклическая АДФ-рибоза (Howard et al., 1993)
и никотиновая кислота – адениндинуклеотидфос-
фат (Guse, Lee, 2008) из никотинамидадениндинук-
леотида (НАД+) и никотинамидадениндинуклеоти-
дфосфата (НАДФ+) соответственно. Эти реактив-
ные метаболиты необходимы для мобилизации
внутриклеточного кальция. Недавно было показано,
что CD38 участвует в двух механизмах транспорта
митохондрий (Hayakawa et al., 2016; Marlein et al.,
2019). Так, в донорских астроцитах белок CD38 спо-
собствовал переносу митохондрий в соседние ней-
роны через микровезикулы (Hayakawa et al., 2016),
тогда как в миеломных клетках реципиента CD38
стимулировал транспорт митохондрий из соседних
костномозговых стволовых клеток через ТНТ
(Marlein et al., 2019).

С одной стороны, экспрессия CD38 в астроцитах
опосредуется глутаматом, высвобождаемым нейро-
нами при сокультивировании клеток (Bruzzone et al.,
2004), а избыточный глутамат стимулирует генера-
цию АФК в нейронах (Kritis et al., 2015), и таким об-
разом, вероятно, что эксайтотоксическое воздей-
ствие глутамата в ишемизированных нейронах мо-
жет быть потенциальным триггером транспорта
митохондрий из соседних астроцитов. С другой сто-
роны, известно, что CD38 усиливает адгезию клеток
(Deaglio et al., 2000), и что экспрессия CD38 в мие-
ломных клетках положительно коррелирует с заяко-

риванием ТНТ в сокультивируемых гемопоэтиче-
ских стволовых клетках (Marlein et al., 2019), что до-
казывает взаимосвязь между экспрессией CD38 и
прикреплением микротрубочек к мембранам. Не-
сколько исследований продемонстрировали, что ли-
пополисахарид может индуцировать транспорт ми-
тохондрий (Islam et al., 2012; Yang et al., 2016; Morri-
son et al., 2017), а также увеличивать экспрессию
CD38 (Lee et al., 2012). Таким образом, CD38, веро-
ятно играет роль в запуске митохондриального
транспорта, хотя остается еще немало вопросов в от-
ношении специфической функции CD38 в этом
процессе, в том числе в отношении его изоформы,
присутствующей на митохондриальной мембране.

ЭНДОПЛАЗМАТИЧЕСКИЙ РЕТИКУЛУМ (ЭР) 
ОПОСРЕДУЕТ ТРАНСПОРТ МИТОХОНДРИЙ

В настоящее время имеются свидетельства в
пользу того, что ЭР тесно контактирует с митохон-
дриями и играет критическую роль в регуляции био-
генеза митохондрий в результате взаимодействия
этих двух органелл (Rowland, Voeltz, 2012). Участки
контакта, которые ЭР образует с митохондриями
(MAMs), координируют множество процессов в
этих органеллах, включая передачу кальциевых сиг-
налов, синтез липидов и транспорт митохондрий
внутри клетки (Rowland, Voeltz, 2012). Известно, что
белок Mfn2 необходим для аксонального транспорта
митохондрий, во время которого он взаимодейству-
ет с комплексом Miro/Milton в системе микротрубо-
чек (Misko et al., 2010). Нокаут Mfn2 в нейронах вызы-
вает дефекты аксонального транспорта (Misko et al.,
2010). Принимая во внимание роль Mfn2 в прикреп-
лении митохондрий к ЭР, можно предположить, что
Mfn2 регулирует аксональный транспорт митохон-
дрий через MAMs. В недавних экспериментах про-
демонстрирован транпорт митохондрий между
остеоцитами через тубулиновые структуры их от-
ростков, и для этого процесса требовались межкле-
точные контакты (Gao et al., 2019). Кроме того,
транспорт митохондрий связан с функционирова-
нием ЭР (Gao et al., 2019). Ингибирование Mfn2 или
другого белка, присутствующего в области контакта
между ЭР и митохондриями – везикуло-ассоцииро-
ванного мембранного белка В – значительно подав-
ляло транспорт митохондрий в сети остеоцитов, что
подтверждает важную роль сайтов контактирования
ЭР и митохондрий в механизме переноса митохон-
дрий (Gao et al., 2019).

Как микрофиламенты, так и микротрубочки яв-
ляются основными компонентами цитоскелета (Vig-
nais et al., 2017) и представляют собой наиболее рас-
пространенные пути межклеточного переноса мито-
хондрий. В основе формирования ТНТ лежит
процесс полимеризации актина, включающий удли-
нение микрофиламентов. Для транспорта митохон-
дрий по аксонам нейронов (Misko et al., 2010) или по
ТНТ (Ahmad et al., 2014; Babenko et al., 2015, 2018) не-
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обходим белок Miro1, который взаимодействует с
молекулярным мотором кинезином-1, вызывая пе-
ремещение митохондрий вдоль микротрубочек.
Другое исследование показало, что ЭР, как и мито-
хондрии, двигаются только по стабильным ацетили-
рованным микротрубочкам (Friedman et al., 2010),
при этом места контактов между ЭР и митохондрия-
ми сохраняются даже в процессе их морфологиче-
ских изменений (Friedman et al., 2010). Кроме того,
распределение ЭР внутри клеток зависит от распо-
ложения микротрубочек (Kimura et al., 2017). Воз-
можно, что митохондрии образуют комплексы с ЭР
и микротрубочками в процессе переноса по трубча-
тым структурам, а микрофиламенты обеспечивают
структурную основу для транспорта митохондрий.
Таким образом, вполне вероятно, что существует си-
стема координации микротрубочек, микрофила-
ментов и MAMs, облегчающая процесс транспорта
митохондрий между клетками через каналоподоб-
ные мембранные структуры. Однако механизмы
межклеточного трансфера митохондрий могут отли-
чаться в клетках разных типов, поэтому остается по-
ка неясным, являются ли микрофиламенты, микро-
трубочки и MAMs незаменимыми элементами для раз-
личных вариантов митохондриального транспорта.

ПРОБЛЕМЫ И ПУТИ ИЗУЧЕНИЯ 
ТРАНСПОРТА МИТОХОНДРИЙ

Несмотря на то, что различные механизмы транс-
порта митохондрий описаны достаточно широко и
имеют четкое физиологическое значение (напри-
мер, регуляция гомеостаза и развития тканей), неко-
торые важные вопросы все еще остаются без ответа.

Очевидно, что механизм межклеточного транс-
порта митохондрий не универсален и имеет особен-
ности в различных типах клеточных систем. Однако
остается неясным, зависит ли тот или иной вариант
митохондриального транспорта от типа клеток-до-
норов или клеток-реципиентов. Кроме того, непо-
нятен механизм запуска каскада событий, приводя-
щих к формированию ТНТ. В ряде исследований
описаны сигнальные механизмы инициации обра-
зования ТНТ, исходящие от клеток-реципиентов
(Hase et al., 2009; Wang et al., 2011; Sun et al., 2012; Ji-
ang et al., 2016), тогда как другие исследования про-
демонстрировали, что процесс формирования ТНТ
начинается в донорских клетках (Islam et al., 2012;
Zhang et al., 2016). Интересно, что в клетках, форми-
рующих синцитий, таких как остеоциты и астроци-
ты, отростки могут рассматриваться как особая фор-
ма ТНТ, обеспечивающая транспорт митохондрий в
сети. Однако каким образом митохондрии проходят
через мембранные барьеры и доставляются к участ-
кам контакта между двумя клетками, полностью не
изучено.

Несмотря на имеющиеся сведения об участии
белка щелевых контактов Cx43 в передаче митохон-
дрий, маловероятно, что митохондрии могут напря-

мую проходить через такие узкие щелевые каналы.
Скорее всего, Сх43 может выступать в качестве по-
верхности прикрепления к мембранным структурам
двух клеток. Основываясь на описанной выше роли
контакта между ЭР и митохондриями в транспорте
митохондрий в остеоцитах (Gao et al., 2019), можно
предположить, что ЭР также регулирует межклеточ-
ные процессы переноса митохондрий в ТНТ-опо-
средованных моделях, однако подробные механиз-
мы этого феномена пока неясны. Например, неиз-
вестно, как ЭР управляет движением митохондрий
по микротрубочкам, что происходит с участком кон-
такта ЭР-митохондрии до того, как митохондрии
попадают в клетку-реципиент, участвует ли ЭР в
прорыве мембранного барьера в местах контакта
клеток и способствует ли движению митохондрий
вдоль микротрубочек клеток. Известно, что трубча-
тая сеть ЭР тесно взаимодействует с плазматической
мембраной, и MAMs играют решающую роль в пере-
даче кальциевых сигналов и метаболизме липидов
(Wu et al., 2018). Таким образом, весьма вероятно,
что ЭР является ключевым медиатором доставки
митохондрий из цитоплазмы к плазматической мем-
бране в результате связывания митохондрий с его
трубчатой сетью и дальнейшего прохождения через
мембранные барьеры в участке контакта ЭР с плаз-
матической мембраной. Эти процессы неизбежно
будут включать изменения внутриклеточного ион-
ного гомеостаза (особенно Ca2+) и липидного мета-
болизма в местах заякоривания митохондрий и ЭР в
мембране, однако конкретные механизмы этих со-
бытий еще неясны.

Ранее было показано, что деградация подверг-
шихся стрессу митохондрий, полученных из повре-
жденных соматических клеток, необходима для ак-
тивации сигнального пути HO-1 в здоровых МСК и
транспорта функциональных митохондрий в стрес-
сированные клетки для стимуляции в них митохон-
дриального биогенеза (Mahrouf-Yorgov et al., 2017). В
клетках, подвергшихся стрессу, поврежденные ми-
тохондрии подвергаются фрагментации и последую-
щей митофагии (Zhu et al., 2018). Продемонстриро-
вано, что участки контакта ЭР и митохондрий коор-
динируют деление митохондрий (Lewis et al., 2016), и
можно предположить, что ЭР также участвует в де-
градации поврежденных митохондрий, однако мно-
гие аспекты этого механизма неизвестны. Неясно,
например, транспортируется ли ЭР из стрессиро-
ванных клеток вместе с поврежденными митохон-
дриями вдоль микротрубочек. Поэтому необходимы
дальнейшие исследования процессов деградации
митохондрий и изучение ее роли в контроле качества
митохондрий.

Известно, что подвижность митохондрий обычно
коррелирует с изменениями в биогенезе митохон-
дрий, которые приводят к изменениям внутрикле-
точного дыхательного метаболизма. Хотя усиление
митохондриального биогенеза и процесса слияния
митохондрий наблюдали в донорских МСК еще до
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донирования митохондрий (Mahrouf-Yorgov et al.,
2017), неясно, является ли такое изменение мито-
хондриального биогенеза обязательным и необходи-
мы для преобразования транспортированных мито-
хондрий в клетках-реципиентах.

Поскольку дисфункция митохондрий лежит в ос-
нове гипоксически-ишемического повреждения
тканей и ряда наследственных митохондриальных
заболеваний, коррекция митохондриальных патоло-
гий представляется весьма перспективным направ-
лением для уменьшения митохондриальной (энер-
гетической) недостаточности. Однако эффектив-
ность существующих терапевтических стратегий,
которые в основном сосредоточены на возобновле-
нии функционирования дыхательной цепи мито-
хондрий и модификации мтДНК, остается недоста-
точной (Patananan et al., 2016). Принимая во внима-
ние то, что стволовые клетки являются наиболее
распространенными кандидатами на донорство ми-
тохондрий (и такой механизм, вероятно, отчасти
определяет терапевтический эффект транспланти-
рованных стволовых клеток), актуальным является
дальнейшее изучение механизмов передачи мито-
хондрий в клетки-реципиенты с целью поиска спо-
собов ее усиления, что может явиться новой страте-
гией митохондриальной терапии. Учитывая, что
спонтанный перенос митохондрий происходит и в
физиологических условиях, обеспечивая поддержа-
ние гомеостаза тканей, усиление межклеточного
транспорта митохондрий, вероятно, может лечь в
основу лечения дегенеративных заболеваний в про-
цессе старения, таких как болезнь Альцгеймера и
остеопороз. Кроме того, процессы выброса и интерна-
лизации митохондрий позволяют проводить прямую
изоляцию и трансплантацию митохондрий в терапев-
тических целях (Masuzawa et al., 2013; Caicedo et al.,
2017). Тем не менее, остаются еще некоторые вопро-
сы относительно наиболее подходящих типов кле-
ток для донирования митохондрий, а также возмож-
ные этические проблемы (Caicedo et al., 2017). Не-
смотря на определенные трудности, некоторый
прогресс был достигнут в повышении эффективно-
сти переноса изолированных митохондрий в клет-
ки-реципиенты. Недавно (Maeda et al., 2020) мито-
хондрии впервые были объединены с трансактива-
тором транскрипционного (TAT) белка из вируса
иммунодефицита человека и декстраном, что значи-
тельно усилило проникновение изолированных ми-
тохондрий в клетки и произвело более выраженный
терапевтический эффект от транспорта митохон-
дрий в поврежденные кардиомиоциты. В комплексе
ТАТ–декстран пептид ТАТ способствует поглоще-
нию митохондрий клетками-реципиентами, а декс-
тран присоединяет комплекс к внешней мембране
митохондрий.

В дальнейшем усилия исследователей могут быть
сконцентрированы на оптимизации процесса выде-
ления митохондрий и искусственной транспланта-

ции для повышения эффективности митохондри-
альной терапии.

Протекторное действие межклеточного транс-
порта митохондрий в опухолевом микроокружении
в отношении выживаемости злокачественных кле-
ток, подавление процесса накопления злокаче-
ственными клетками функциональных митохондрий
из соседних здоровых клеток может стать новой стра-
тегией для борьбы с опухолевой прогрессией и лекар-
ственной устойчивостью. Например, совсем недавно
показано, что даратумумаб (моноклональное антите-
ло к CD38) может ингибировать прогрессирование
острого миелоидного лейкоза с помощью механиз-
ма, включающего блокирование передачи митохон-
дрий от МСК к миелобластам (Mistry et al., 2021).
Поскольку клетки злокачественных опухолей харак-
теризуются высоким уровнем метаболических про-
цессов, необходимы дальнейшие исследования для
изучения влияния захвата митохондрий на дыха-
тельный метаболизм раковых клеток и разработки
методов подавления митохондриального переноса в
опухолевом микроокружении.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Межклеточный транспорт митохондрий является

универсальным биологическим событием, которое
происходит как в физиологических, так и патологи-
ческих условиях для синхронизации энергетическо-
го обмена (рис. 3), хотя многие детали этого процес-
са все еще остаются в значительной степени неясны-
ми. С терапевтической точки зрения актуальным
является открытие новых аспектов этого механизма
с целью усиления или подавления этого вида клеточ-
ной коммуникации для восстановления поврежден-
ных тканей и поддержания энергетического гомеоста-
за. Дальнейшие исследования требуются для изучения
характеристик стрессовых факторов, способных ини-
циировать транспорт митохондрий, механизмов фор-
мирования межклеточных связей в различных моде-
лях передачи митохондрий, изменений митохондри-
ального биогенеза как в донорских, так и в
реципиентных клетках, а также роли иных клеточ-
ных органелл и компартментов в межклеточном
транспорте митохондрий. Лучшее понимание опти-
мальных условий для трансфера митохондрий от-
крывает принципиально новые возможности как
для фундаментальных исследований в области моле-
кулярной биологии митохондриального транспорта,
так и для научно-прикладных исследований по раз-
работке подходов и методов трансплантации мито-
хондрий для управления метаболизмом и адаптаци-
ей клеток.
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Mitochondria determine cell metabolism and cell survival and frequently undergo structural and positional changes
when responding to various stresses and impaired energy homeostasis. In addition to intracellular movement, inter-
cellular transfer of mitochondria is of great importance. Intercellular mitochondrial transfer occurs both under phys-
iological conditions and in pathology being accompanied with restoration of stressed cells and structural and func-
tional alterations caused by mitochondrial dysfunction. This review summarizes the latest data obtained in this field
and provides an overview of the molecular mechanisms of mitochondrial intercellular transport and its potential role
in maintaining energy homeostasis in tissues. In addition, future directions in the study of mitochondrial transfer for
mitochondria-targeted therapy of several diseases are discussed.
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В обзоре приводятся и обсуждаются данные о роли изменения рН вне- и внутри клетки, вызванного
аэробным гликолизом в опухолевой ткани. По сравнению с нормальной тканью в опухоли происходит
подкисление межклеточного пространства и увеличение рН внутри клеток опухоли. Основным фактором
регуляции гликолиза является транскрипционный фактор HIFα. Изменения величины рН связано с тем,
что конечным продуктом превращения глюкозы становится не пируват, а лактат. Лактат транспортирует-
ся через клеточную мембрану и подкисляет межклеточное пространство. Кроме того, фактор HIFα вызы-
вает транскрипцию ряда протонных помп и матриксных протеиназ, которые активируются в кислой среде
межклеточного пространства. Происходит разрушение межклеточного матрикса, что дает клеткам опухо-
ли возможность инвазии. Подкисление межклеточного пространства благодаря функционированию про-
тонных помп вызывает увеличение рН внутри клеток. Повышение внутриклеточного рН стимулирует
ускоренное прохождение клетками фазы G2 клеточного цикла. Обсуждаются молекулярные механизмы
этого процесса. Делается заключение, что основные факторы опухолевого процесса – инвазия, ускорен-
ная пролиферация, нестабильность генома – обусловлены аэробным гликолизом (эффектом Варбурга).
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DOI: 10.31857/S0041377121060079

В настоящее время большое количество публика-
ций связно с понятием “перепрограммирование
опухолевых клеток”. Под этим термином понимает-
ся существование в опухолевых клетках отличной от
нормальных клеток системы регуляции функциони-
рования клеточных процессов. Исторически сложи-
лось так, что первым описанным различием в функ-
ционировании нормальных и опухолевых клеток
стало показанное Варбургом наличие гликолиза в
опухолевых клетках при нормальном уровне кисло-
рода (Warburg et al., 1924; Lu et al., 2002). Варбург счи-
тал, что переход на гликолиз обусловлен поломками
в опухолевых клетках функционирования митохон-
дрий, что влечет за собой и другие изменения функ-
ций клеток, ведущих в конечном итоге к развитию
опухоли. Согласно современным представлениям,
переход на аэробный гликолиз опухолевых клеток,
как правило, не связан с нарушением митохондри-
альных функций, а основным фактором развития
опухоли являются неконтролируемое функциони-
рование онкогенов и (или) нарушения в структуре
генов-супрессоров.

В нормальных клетках переход на гликолиз про-
исходит в условиях гипоксии. Различие превраще-
ния глюкозы при нормоксии и гипоксии связано с
тем, что при нормоксии основным конечным про-
дуктом превращения глюкозы является пируват
(рис. 1), транспортируемый в митохондрии пируват-

дегидрогеназным комплексом и под воздействием
пируватдегидрогеназы превращаемый в ацетилкоэн-
зим А. Ацетилкоэнзим А является важным элементом
цикла Кребса. При гипоксии экспрессируется, во-пер-
вых, фермент пируватдегидрогеназы киназа, которая
фосфорилирует пируватдегидрогеназу, инактивируя
ее (Kim et al., 2006), а во-вторых, лактатдегидрогеназа
А, которая превращает пируват в лактат (рис. 1).

Механизм перехода клеток при гипоксии на гли-
колиз хорошо изучен. Показано, что основным эле-
ментом этого события является функционирование
транскрипционного фактора HIFα. При нормоксии
этот белок окисляется по остаткам пролина в поло-
жении 402 и 405 ферментом пролилоксидазой
(Benizri et al., 2003; Cash et al., 2007). Окисленный
HIFα взаимодействует с убиквитинлигазой VHL и
направляется в протеосомы, где разрушается (см. об-
зоры: Lee et al., 2007; Кобляков, 2010). При гипоксии в
комплексе 3 дыхательной цепи митохондрий образу-
ются активные формы кислорода в форме супероксид-
ного аниона и перoксида водорода (Chandel et al., 2000;
Lee et al., 2016). Активированные формы кислорода
выходят из митохондрий, взаимодействуют с сульф-
гидрильными группами пролилоксидазы, блокируя
активность фермента. В результате происходит на-
копление белка HIFα, который взаимодействует с
другим компонентом транскрипционного комплек-
са – белком HIFβ (другое название ARNT), уровень
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которого в клетке постоянен. Активируемые этим
транскрипционным комплексом гены синтезируют
белки гликолиза, которые усиливают процесс пре-
вращения глюкозы. Синтезируется пируватдегидро-
геназа киназа, блокирующая превращение пирувата
в коэнзим А, благодаря дезактивации пируватдегид-
рогеназы (Kim et al., 2006). Экспрессируется лактат-
дегидрогеназа А, превращающая пируват в лактат. В

результате, конечным продуктом превращения глю-
козы становится не пируват, а лактат (рис. 1). Одно-
временно активируются гены, кодирующие моно-
карбоксилат-транспортеры, транспортирующие лак-
тат вместе с протоном в межклеточное пространство.
Помимо синтеза этих ферментов гликолиза, комплекс
HIFα–HIFβ транскрибирует экспрессию большого
количество других генов, белки которых, так или

Рис. 1. Регуляция гликолиза. Глюкоза через клеточную мембрану транспортируется глюкозотранспортером внутрь клетки.
Под действием гексокиназы образуется глюкоза-6-фосфат, который под действием глюкозо-6-фосфатдегидpогеназы направля-
ется в пентозный цикл, или под действием глюкозо-6-фосфатизомеразы и других ферментов превращается в пируват. Пируват
под действием пируватдегидрогеназы преврашается в ацетилкоэнзим А и напраляется в цикл Кребса. В условиях гипоксии
транскрипционный фактор HIFα вызывает синтез пируватдегидрогеназы киназы, которая ингибирует пируватдегидрогеназу и
препятствует образованию ацетилкоэнзима А. Под действием лактатдегидрогеназы А пируват превращается в лактат.
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иначе, участвуют в развитии опухолевого процесса.
В настоящее время показано, что комплекс HIFα–
HIFβ влияет на транскрипцию более 200 генов.

Анализ механизма действия различных онкоге-
нов приводит к заключению, что синтезируемые
ими онкобелки способны вызывать активацию
аэробного гликолиза по различным механизмам,
вызывая в конечном итоге стабилизацию и накопле-
ние HIFα (Кобляков, 2019). Одним из следствий
функционирования HIFα является изменение рН в
опухолевой ткани при анаэробном гликолизе. Про-
исходят изменения рН как внутри, так и вне клеточ-
ного пространства.

В представленном обзоре анализируются меха-
низмы изменения рН в опухолевой ткани, и делается
заключение, что такие важные свойства опухолевого
роста, как инвазия, нестабильность генома и повы-
шенная пролиферативная активность обусловлены
изменениями рН как внутри клеток опухоли, так и в
межклеточном пространстве опухоли.

ЗНАЧЕНИЯ рН ВНУТРИ И ВНЕ 
ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК

Одним из последствий перехода опухолевых кле-
ток на гликолиз является изменение величины как
внутриклеточного, так и внеклеточного рН. Переход
клеток на гликолиз должен был бы понизить значе-
ние внутриклеточного рН благодаря образованию
органических кислот в процессе гликолиза. Однако
наблюдается обратная картина: в нормальных клет-
ках при нормоксии различие между внутриклеточным
и внеклеточным рН небольшое: незначительное пре-
вышение рН внеклеточного (~7.4) по сравнению с
внутриклеточным (~7.2). В опухолевых клетках раз-
брос между внутриклеточными (≥7.4) и внеклеточны-
ми (≤6.9) значениями рН значительно выше и на-
блюдается обратная картина: внутри клетки величи-
на рН более щелочная, чем вне клетки. Считается,
что изменение рН в опухолевой ткани является од-
ним из самых ранних показателей опухолевой транс-
формации (Reshkin et al., 2000; Harguindey et al., 2013).

Связано это с тем, что в опухолевых клетках, бла-
годаря функционированию транскрипционного
фактора HIFα, синтезируются различные протон-
ные помпы, которые выбрасывают протоны в меж-
клеточное пространство, создавая протонный гра-
диент между уровнем рН внутри и вне клетки. HIFα
активирует следующие протонные помпы: моно-
карбоксилат-транспортеры, выводящие из клетки
лактат вместе с протоном, карбоновые ангидразы,
катализирующие образование протона при взаимо-
действии двуокиси углерода с водой в межклеточном
пространстве (по схеме: СО2 + Н2О →  + Н+) и
трансмембранный Na+/H+ обменник (NHE1 ex-
changer), транспортирующий в межклеточное про-
странство протон в обмен на ион натрия (см. обзор:
Кобляков, 2017).

−
3НСО

ИЗМЕНЕНИЕ ВНЕКЛЕТОЧНОГО ЗНАЧЕНИЯ 
pН В ОПУХОЛЕВОМ ПРОЦЕССЕ

Различия величин рН в нормальных клетках и опу-
холях во многом определяет злокачественный фено-
тип. Показано, что инвазия происходит из зон опухоли
с пониженным уровнем рН, а в зонах опухоли с нор-
мальным рН инвазию не наблюдают (Estrella et al.,
2013). Введение животным с опухолью слабощелоч-
ного буферного раствора (карбонатного или ТРИС)
уменьшает метастазирование и рост опухоли (McCa-
rty and Whitaker, 2010; Martin et al., 2012; Fais et al.,
2014). Показано также, что пониженный уровень рН
в межклеточном пространстве опухоли уменьшает
активность Т-лимфоцитов, что способствует росту
опухоли (Ma et al., 2021).

Активированный при аэробном гликолизе тран-
скрипционный комплекс HIFα–HIFβ транскриби-
рует активность генов различных протеиназ: катеп-
сина В (Cheng Xiaofei et al., 2018), металлопротеаз
(ММР) (Hui Zhang et al., 2019), сериновую протеазу
тромбина (Deryugina, Quigley, 2012). Активность
протеиназ вызывает разрушение межклеточного
матрикса и способствует инвазии. Протеиназы раз-
рушают также межклеточные связи, что дает воз-
можность опухолевым клеткам отделиться от основ-
ной массы опухоли, что является начальной стадией
метастазирования.

Катепсин В сначала был выявлен как лизосомный
фермент, но в дальнейшем был показан его транспорт
во внешнюю мембрану клетки. (Aggarwa, Sloane, 2014).
Активность катепсина В увеличивается в кислой среде
межклеточного пространства опухоли. Катепсин В, по-
мимо того, сам разрушает компоненты межклеточного
матрикса, активируя ММР, активность которых также
увеличивается при низких рН внеклеточного про-
странства (Ning Cui et al., 2017).

Принято считать, что наибольшую роль в разру-
шении межклеточного матрикса играют ММР, на-
считывающие 28 изоформ. Повышенная активность
большинства изоформ ММР выявляется в опухолях
человека (Ning Cui et al., 2017). Основными “опухоле-
выми” ММР считаются ММР-2 и ММР-9 (Shao-Wu
Jing et al., 2012). Описан и другой механизм актива-
ции ММР. Так, при значениях рН ниже 6.5 активи-
руется фосфолипаза D, стимулирующая транскрипци-
онную активность фактора NF-κB и протеинкиназы
p38, что вызывает экспрессию ММР-9 (Williger et al.,
1999; Kato et al., 2005). Таким образом, при пониже-
нии рН вне клетки активация протеиназ может про-
исходить с помощью нескольких механизмов.

ИЗМЕНЕНИЕ pН ВНУТРИ 
ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК

Увеличение внутриклеточного рН изменяет ак-
тивность внутриклеточных ферментов. Активность
ферментов, участвующих в основной цепи превра-
щения глюкозы с образованием пирувата и лактата
усиливается. Так, активность одного из ключевых
ферментов гликолиза фосфофруктокиназы в опухоле-
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вых клетках увеличивается в 100 раз при повышении
значения рН на 0.2 единицы (Alfarouk et al., 2014).

Другая ветвь превращения глюкозы (пентозный
цикл) в клетке связана с синтезом рибозы, необхо-
димой для пролиферации и других синтетических
процессов в клетке (рис. 1). Оптимальная актив-
ность ферментов пентозного цикла наблюдается при
повышенном значении рН, характерном для опухо-
левых клеток. Так, для глюкозо-6-дегидрогеназы
оптимальное значение рН 7.6, для транскетолазы –
7.4 (Alfarouk et al., 2020). Поэтому в опухолевых клет-
ках резко усиливаются синтетические процессы, в
основе которых лежит синтез нуклеиновых кислот.

Изменение каталитической активности белков
связано с тем, что аминокислоты, рКа которых нахо-
дится вблизи нейтрального значения рН, протони-
руются при понижении рН и теряют протон при по-
вышении рН. Наиболее чувствительным к измене-
нию рН является гистидин, поскольку рКа его
аминогруппы ровно 6.5. Помимо гистидина, чув-
ствительными к изменению рН являются глутамин,
лизин и аспарагин (Brandon et al., 2020; Czowski et al.,
2020). С изменением рН внутри клетки изменяется и
аллостерическая структура белков. Если эти измене-
ния затрагивают активный центр белка, то его ак-
тивность меняется. Белки, функциональная актив-
ность которых меняется в зависимости от рН, харак-
теризуются как рН-сенсоры. Присоединение к
аминокислотному остатку в структуре белка фос-
форной или ацетильной групп изменяет рКа этой
аминокислоты, что приводит к изменению функци-
ональной активности белка в зависимости от рН
окружающей среды (Schönichen et al., 2013). Так, на-
пример, в опухолях простаты показано ацетилирова-
ние цитохрома с по лизину 53, что вызывает падение
электрон-транспортных свойств фермента и умень-
шает его способность активировать каспазу 3. (Bazy-
lianska et al., 2021). Наблюдаемое в опухолях ацетили-
рование цитохрома с авторы связывают с эффектом
Варбурга, считая, что переключение на гликолиз и
меньшая чувствительность к апоптозу связаны с
ацетилированием цитохрома с.

ВЛИЯНИЕ ВНУТРИКЛЕТОЧНОГО 
ЗНАЧЕНИЯ рН НА ПРОХОЖДЕНИЕ ФАЗ 
КЛЕТОЧНОГО ЦИКЛА В НОРМАЛЬНЫХ 

И ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТКАХ
Клетки, подвергнутые гипоксии, усиливают про-

лиферацию, что связано с функционированием
фактора HIFα (Lee et al., 2008; Zhao et al., 2008). В
процессе деления клеток в различных фазах клеточ-
ного цикла происходят кратковременные измене-
ния внутриклеточного рН. Важным фактором здесь
является то, что в конце фазы S происходит увеличе-
ние рН, что необходимо для прохождения границы
фаз G2/M (Putney, Barber, 2003).

При ингибировании временного повышения рН
происходит уменьшение уровня циклина В (основ-
ного элемента, стимулирующего прохождения фаз
G2/M), стабилизация ингибиторного фосфорилиро-

вания циклинзависимой киназы 1 (Cdk1) по тирози-
ну 15, а также увеличение уровня тирозинкиназы
Wee-1, которая фосфорилирует Cdk1 по тирозину 15
(рис. 2). В нормальных клетках Wee-1 ингибирует
вход клетки в митоз до полной готовности к митозу,
что дает возможность ферментам репарации устра-
нить нарушения в структуре ДНК, возникающие
при ее репликации. Этот этап пролиферации обо-
значается как точка проверки (checkpoint). При окон-
чании проверки происходит повышение рН, что инги-
бирует активность киназы Wee-1 ( Schmidt et al., 2017).
Выключение Wee-1 с помощью трансфекции клеток
соответствующей siRNA приводит к исчезновению
сверочной точки и нарушению структуры ДНК
(Beck et al., 2010).

Увеличение уровня рН увеличивает уровень цик-
лина В и активность фосфатазы Cdc25, которая де-
фосфорилирует циклинзависимую киназу Cdk1 по
Tyr15, делая ее активной. Комплекс Cdk1–циклин В
фосфорилирует тирозинкиназу Wee1, что вызывает
ее убиквитирование и разрушение в протеосомах.
Дефосфорилированный комплекс Cdk1–циклин В
стимулирует вход клетки в фазы G2 и M и ускоряет
пролиферацию (Putney, Barber, 2003; White et al.,
2017). Фосфатазы семейства Cdc25 экспрессируются
при передаче митотического сигнала транскрипци-
онным фактором E2F и активируются фосфорили-
рованием в поздней G1-фазе (Sur, Agrawa, 2016).

В нормальных клетках регулятором внутрикле-
точного рН при прохождении фаз G2/M клеточного
цикла является, по-видимому, трансмембранный
протонно-натриевый обменник NHE1, поскольку
ингибирование его активности предотвращает про-
лиферацию (Putney, Barbe, 2004). Другие регуляторы
рН активируются в определенных функциональных
состояниях клетки. Так, например, авторы утвер-
ждают, что каналы МСТ (монокарбоксилат-ранпор-
теры), которые транспортируют лактат и протоны в
межклеточное пространство, ответственны за увели-
чение внутриклеточного рН в быстро пролифериру-
ющих клетках и первичных опухолях (Birkeland et al.,
2020).

Активация NHE1-обменника обусловлена крат-
ковременным повышением уровня HIFα в фазе G2
клеточного цикла с последующей деградацией в фа-
зе G1 (Warfel et al., 2013; Hubbi et al., 2014). Повыше-
ние уровня HIFα происходит благодаря тому, что
Cdk1 фосфорилирует HIFα по остатку Ser668, что
стабилизирует его и позволяет избежать разрушения
(Warfel et al., 2013). Однако повышенный уровень
HIFα в клетке кратковременен и после митоза, когда
клетки вступают в фазу G1, уровень HIFα падает. Это
связано с тем, что Cdk2, которая катализирует про-
хождение фазы клеточного цикла G1, в комплексе с
циклинами Е и А взаимодействует с HIFα. В резуль-
тате образуется комплекс HIFα с шапероном, и HIFα
направляется на деградацию в лизосомы по механизму
аутофагии (Hubbi et al., 2014; Druker et al., 2021).
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Косвенным подтверждением того, что Cdk1 акти-
вирует HIFα, являются данные, в которых показано,
что разрушение в клетке Cdk1 блокирует не только
пролиферацию клеток, но и ангиогенез (Xin Gao et al.,
2019), который регулируется фактором HIFα, транс-
крибирующим гены фактора роста эндотелия сосу-
дов VEGF (Masoud, Li, 2015; Choueiri, Kaelin, 2020).
Поскольку киназа Cdk1 не является транскрипци-
онным фактором, то ее влияние на ангиогенез мо-
жет быть только опосредованным. Так как HIFα яв-
ляется транскрипционным фактором, вызывающим
синтез VEGF, можно предположить, что при нару-
шении Cdk1 отсутствует активация HIFα и, соответ-
ственно, нет ангиогенеза. В опухоли, благодаря по-
стоянно повышенному уровню рН и фактора HIFα,
происходит постоянный нерегулируемый процесс
пролиферации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Показано, что на ранних стадиях канцерогенеза

трансформированные клетки переходят на гликолиз
и при аэробных условиях (эффект Варбурга). Пере-
ход на гликолиз обусловлен функционированием
различных онкогенов. Общим свойством активиро-
ванных онкогенов является стабилизация и актива-
ция транскрипционного фактора HIFα, который
вызывает экспрессию генов, кодирующих белки
гликолиза, протонные помпы, матриксные протеи-
назы. В результате происходят изменения рН в меж-
клеточном пространстве и внутри опухолевых кле-
ток по сравнению с нормой. Пониженный уровень
рН (≤6.9) в межклеточном пространстве активирует
матриксные протеиназы, что вызывает разрушение
межклеточного матрикса и межклеточного взаимо-
действия. В результате опухолевые клетки получают
возможность прорастать в окружающую нормаль-
ную ткань (инвазировать) и образовывать одиноч-

ные опухолевые клетки, не связанные с основной
массой опухоли, и в дальнейшем давать метастазы.
Протонирование межклеточного пространства за
счет транспорта протонов из клетки в межклеточное
пространство вызывает стабильное увеличение рН
внутри опухолевых клеток. В процессе пролифера-
ции нормальных клеток наблюдаются изменения рН
в зависимости от фаз клеточного цикла. На стадии
G2 нормальные клетки после репликации ДНК име-
ют возможность репарировать нарушения, связан-
ные с ошибками при репликации. После этого про-
исходит повышение рН, необходимое для вхожде-
ния в фазу G2. Благодаря постоянной и более
высокой величине рН внутри опухолевых клеток, у
них отсутствует сверочная точка (checkpoint) после
репликации ДНК и они входят в фазу G2 без исправ-
ления нарушений в структуре ДНК, которые ведут к
появлению мутаций, наблюдаемых в опухолевых
клетках, и поддержанию определенного уровня ге-
номной нестабильности, что в итоге способствует
росту опухоли (Ghelli et al., 2020) наравне с другими
факторами, вызывающими нестабильность генома,
например, мутаций в гене фактора р53.

Таким образом, такие основные свойства опухо-
ли, как инвазия, постоянная пролиферативная ак-
тивность и нестабильность генома, обусловлены из-
менением рН по отношению к нормальной ткани,
как в межклеточном пространстве, так и внутри кле-
ток, вызываемом постоянно протекающим гликоли-
зом в опухоли, как в аэробных, так и анаэробных
условиях.
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Рис. 2. Регуляция пролиферации клеток на стадии G2 клеточного цикла. В фазе G2 основным элементом продвижения клеток
к митозу является циклинзависимая киназа cdk1 в комплексе с циклином В. После завершения S-фазы происходит проверка
в контрольной точке (checkpoint) и исправление нарушений структуры ДНК после репликации. Для реализации контроль-
ной точки киназа Wee-1 ингибирует активность cdk1, фосфорилируя остаток тирозина в положении 15. Для инактивации
Wee-1 происходит повышение рН, благодаря стабилизации HIFα фосфорилированием cdk1. HIFα транскрибирует ген про-
тонной помпы NHE1 (Na+/H+-обменника). Белок NHE1 увеличивает рН внутри клетки, что приводит к дезактивации Wee-
1. Фосфатаза cdc25 дефосфорилирует киназу cdk1 по тирозину 15, активированный комплекс ЦиклинВ/cdk1 фосфорилирует
Wee-1, что ведет к ее деградации.
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The Role of Extra- and Intracellular pH in the Regulation of Tumor Process
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The review presents and discusses data on the role of changes in intra- and extracellular pH caused by aerobic gly-
colysis in tumor tissue. The main factor in the regulation of glycolysis is the transcription factor HIFα. Compared
to normal tissue, the intercellular space in the tumor is acidified and the pH inside the tumor cells increases. Changes
in pH are due to the fact that the final product of glucose conversion is not pyruvate, but lactate. Lactate is trans-
ported through the cell membrane and acidifies the intercellular space. HIFα also causes the transcription of a num-
ber of proton pumps and matrix proteases, which are activated in the acidic environment of the intercellular space.
The intercellular matrix is destroyed and allows the tumor cells to be invaded. An increase in intracellular pH stim-
ulates the accelerated passage of the G2 phase of the cell cycle. The molecular mechanisms of this process are dis-
cussed. It is concluded that the main factors of the tumor process, invasion, accelerated proliferation, genome insta-
bility are due to aerobic glycolysis (the Warburg effect).
Keywords: glycolysis, HIFa, invasion, malignancy, proteinase, proliferation
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В представленной работе исследовали способность мезенхимных стромальных клеток человека (эМСК),
выделенных из десквамированного эндометрия в менструальной крови, подвергаться дифференцировке
в хондрогенном направлении. Возможность хондрогенной дифференцировки эМСК, как и регулирую-
щие сигнальные пути, ранее не были исследованы. При культивировании монослойной культуры эМСК
в индукционной хондрогенной среде уже через 11–14 сут выявили характерное для хондроцитов окраши-
вание клеточных препаратов альциановым синим и сафранином О, а также значительно повышенную
экспрессию гена COL2A1, типичного маркера хондрогенной дифференцировки. Мы изучили взаимосвязь
статуса активации PI3- и MAP-киназных сигнальных путей с экспрессией хондрогенных маркеров, куль-
тивируя эМСК в хондрогенной среде в присутствии ингибитора PI3-киназы – вещества LY294002. Обна-
ружили, что в процессе дифференцировки путь PI3К/Akt/mTOR негативно регулирует экспрессию
COL1A1 и позитивно – COL2A1, а также вовлекается в регуляцию активности компонентов Raf/MEK/ERK
каскада. Полученные данные позволяют заключить, что сигнальный путь PI3К/Akt/mTOR вносит суще-
ственный вклад в регуляцию индуцированного хондрогенеза эМСК.

Ключевые слова: ОТ-ПЦР, сигнальный путь PI3K/Akt/mTOR, хондрогенная дифференцировка, эндомет-
риальные мезенхимные стромальные клетки
DOI: 10.31857/S0041377121060043

В настоящее время все большую актуальность
приобретает поиск возможностей восстановления
дегенеративных изменений суставного хряща, воз-
никающих в процессе старения организма человека.
В качестве одного из подходов для решения этой
глобальной проблемы предлагалось использовать
хондроциты для регенерации хряща, поскольку он
по причине своей бессосудистой природы имеет
низкую способность к самовосстановлению. Однако
хондроциты, как известно, имеют ограниченную до-
ступность и пролиферативный потенциал; кроме то-
го, хирургические методы восстановления хрящевой
ткани, основанные на трансплантации аутологич-
ных хондроцитов, зачастую давали неоднозначные
результаты. В связи с этим, внимание исследовате-
лей сфокусировалось на мезенхимных стромальных
(стволовых) клетках (МСК) человека в качестве аль-
тернативного источника для терапевтического восста-
новления хрящевой ткани (Granero-Molto et al., 2008;

Richardson et al., 2010; Huselstein et al., 2012; Zha et al.,
2021).

МСК представляют собой небольшую популя-
цию стромальных клеток, присутствующих в боль-
шинстве соединительных тканей организма взрослого
человека, таких как костный мозг, жировая ткань,
пульпа зуба, эндометрий, амниотическая жидкость,
пуповина и др. МСК поддерживаются в относитель-
ном состоянии покоя in vivo, но в ответ на различные
физиологические стимулы способны пролифериро-
вать, а затем дифференцироваться в остеобласты, хон-
дроциты, адипоциты и другие клетки мезодермаль-
ного типа, такие как кардиомиоциты и гладкомы-
шечные клетки. Благодаря уникальным свойствам
МСК – способности к самообновлению, мультипо-
тентности, стабильности кариотипа и секреторному
фенотипу – терапия, основанная на их применении,
становится с каждым годом всe более перспектив-
ным направлением в регенеративной медицине.

Согласно современным представлениям, пози-
тивные эффекты трансплантированных МСК обес-
печиваются паракринным действием секретируе-

Принятые сокращения: ОТ-ПЦР – полимеразная цепная реак-
ция с обратной транскрипцией в реальном времени; эМСК –
эндометриальные мезенхимные стромальные клетки человека.

УДК 57.085.23
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мых биологически активных молекул (факторов ро-
ста, цитокинов, биоактивных липидов и многих
других), которые стимулируют регенеративные про-
цессы в повреждeнной ткани, индуцируют ангиогенез
и модулируют иммунную систему. Можно отметить
несомненные успехи в терапии на основе МСК для ле-
чения сердечно-сосудистых и ревматических заболе-
ваний, диабета, заболеваний костей и хрящевой ткани
(Bockeria et al., 2013; Maumus et al., 2013; Konala et al.,
2016; Richardson et al., 2016; Cunningham et al., 2018).

Один из подходов, применяемых для восстанов-
ления нормальной функции нативного суставного
хряща после повреждения или деградации сустава,
заключается в предварительном культивировании
тканевой конструкции in vitro с использованием хон-
дрогенных клеток, полученных при направленной
дифференцировке МСК; для возможного клиниче-
ского применения тестировали МСК, выделенные
из костного мозга, пуповины или жировой ткани
(Lee et al., 2004; Kim et al., 2013; Richardson et al.,
2016). Очевидно, что прогресс в этой области невоз-
можен без детального изучения молекулярных меха-
низмов, лежащих в основе хондрогенной дифферен-
цировки МСК. Обобщая достижения последних
двух десятилетий в области изучения сигнальных пу-
тей, вовлечeнных в хондрогенную дифференциров-
ку МСК, следует подчеркнуть важную регуляторную
роль MEK/ERK и р38 МАР-киназных каскадов, а
также сигнальных путей Wnt и PI3K/Akt (Oh et al.,
2000; Lee et al., 2004; McMahon et al., 2008; Li et al., 2010;
Zhang et al., 2014; Jiang et al., 2017; Tanthaisong et al.,
2017; Ma et al., 2019).

В представленной работе объектом исследования
служили МСК, выделенные из десквамированного
эндометрия в менструальной крови (эМСК). Высокая
пролиферативная активность при длительном культи-
вировании, генетическая стабильность (Domnina et al.,
2013), отсутствие онкогенности и низкая иммуноген-
ность (Murphy et al., 2008) делают эМСК весьма пер-
спективным биоматериалом для будущего клиниче-
ского применения; неинвазивный и легкодоступный
источник эМСК обеспечивает широкомасштабные
исследования in vitro. Ранее была продемонстрирована
дифференцировка этих клеток в остеобласты и адипо-
циты (Zemelko et al., 2012; Domnina et al., 2016), тогда
как дифференцировка в хондрогенном направлении
до сих пор в литературе не описана. Соответственно,
отсутствуют сведения о механизмах, регулирующих
хондрогенез эМСК.

Мы исследовали способность эМСК дифферен-
цироваться в хондрогенном направлении в моно-
слойной (2D) культуре, а также выясняли роль сиг-
нального пути PI3К/Akt/mTOR в регуляции этого
процесса.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Культивирование клеток. эМСК, выделенные из

десквамированного эндометрия, содержащегося в мен-
струальной крови здоровых доноров (Zemelko et al.,
2012), культивировали во флаконах Т25 и Т75 (Ther-
mo Scientific, США) в среде DMEM/F12 (Gibco,
США), содержащей 10% эмбриональной сыворотки
(HyClone, США), 1% PenStrep (Gibco, США) и 1%
GlutaMAX (Gibco, США), при 37°C в атмосфере 5%
CO2. Для экспериментов по индуцированной диф-
ференцировке в монослое клетки трипсинизирова-
ли с помощью 0.05%-ного раствора трипсина и ЭДТА
(Invitrogen, США) и рассевали на чашки диаметром
35 мм (Thermo Scientific, США): 150 тыс. кл. на
1 чашку для получения клеточных лизатов, или
200 тыс. кл. на 1 чашку для выделения РНК. Для
проведения гистологического окрашивания сеяли
150 тыс. кл. на 1 чашку или 50 тыс. кл. в лунку 24-лу-
ночного планшета (Costar, США). Стимуляцию
дифференцировки осуществляли на следующий
день после рассева клеток.

Для проведения дифференцировки эМСК в 3D-
культурах клетки рассевали в полной ростовой среде
на специальные 96-луночные платы с неадгезивной
поверхностью Nunclon Sphera (Thermo Scientific,
США), не менее 1 млн кл. в лунку. Через 1 сут после
формирования микромасс клеток осторожно заме-
няли ростовую среду на дифференцировочную и
культивировали клетки в течение 3, 14 и 21 сут, ме-
няя среду на свежую каждые 3 сут.

Ингибиторы. Использовали следующие веще-
ства: U0126 (1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis(2-ami-
no-phenylthio) butadiene) – высокоселективный ин-
гибитор киназ MEK1/2, регулирующих активность
ERK1/2 MAP-киназного пути; SB203580 (4-(4-(4-
f luorophenyl)-2-(4-methylsulfinyl) phenyl)-1H-imid-
azol-5-yl) pyridine) – специфический ингибитор
p38-MAP-киназного пути, связывающийся в АТФ-
связывающем кармане молекулы p38 и предотвра-
щающий фосфорилирование мишеней p38, но не
препятствующий фосфорилированию самой кина-
зы p38; LY294002 (2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-
benzopyran-4-one) – специфический ингибитор
PI3К, регулирующий активность PI3К/Akt-ки-
назного пути. Ингибиторы использовали в следую-
щих концентрациях: 10 мкМ U0126, 5 мкМ
SB203580 и 1, 10 или 20 мкМ LY294002. Условия
предобработки клеток каждым из ингибиторов:
инкубация в полной ростовой среде в течение
40 мин при 37°C в атмосфере 5% CO2.

Индукция хондрогенной дифференцировки. Клетки
культивировали в монослое (2D-культура) в ком-
мерческой дифференцировочной среде (StemPro
Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Medium;
Gibco, США) в присутствии специального индукто-
ра дифференцировки StemPro Chondrogenesis Sup-
plement (Gibco, США). Хотя состав среды является
коммерческим секретом, она содержит, как прави-
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ло, следующие компоненты: DMEM-HG, инсулин-
трансферрин-селенистую кислоту, дексаметазон, L-
глютамин, пируват, аскорбат-2-фосфат, фактор ро-
ста TGFβ (Spagnoli et al., 2005). Хондрогенную среду
меняли через каждые 3 сут; клетки культивировали в
течение 3, 11 и 14 сут.

Получение клеточных лизатов. Лизаты получали,
как описано ранее (Burova et al., 2013). Концентра-
цию белка определяли по методу Бредфорда на спек-
трофотометре GeneQuant 1300 (Biochrom, США).
Электрофоретическое разделение белков проводили
в полиакриламидном геле (8.5 или 10.5%) с последу-
ющим переносом на нитроцеллюлозную мембрану
Hybond-C extra (Amersham Pharmacia Biotech, Шве-
ция). Для визуализации белковых полос мембрану
окрашивали красителем Ponceau S (Sigma, США).

Вестерн-блот-анализ. Для специфического выяв-
ления белков использовали первичные поликло-
нальные антитела против фосфорилированных
(р) белков: p-Raf (Ser338), p-MEK1/2 (Ser217/221),
pрERK1/2 (Thr202/Tyr204), p-Akt (Thr308),
p-p70S6К (Thr389), p-S6 (Ser240/244), p-4EBP1
(Thr37/46), а также белков ERK2, Akt, α-тубулина и
GAPDH. В качестве вторичных антител применяли
GAR-HRP, GAM-HRP и DAG-HRP. Все антитела
были получены из фирмы Cell Signaling (США).
Пероксидазную активность коньюгатов вторичных
антител тестировали с помощью метода ECL (Amer-
sham, Швеция); хемилюминесцентное излучение
регистрировали экспонированием на рентгенов-
скую пленку CEA RP NEW (Бельгия).

Выделение РНК. Для анализа экспрессии генов
коллагена I типа (COL1A1), коллагена II типа
(COL2A1), аггрекана (ACAN) и GAPDH проводили
выделение РНК из клеток согласно протоколу
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Германия). Клеточный ли-
зат подвергали многоступенчатой очистке на специ-
альных колонках. На финальной стадии РНК с ко-
лонки элюировали водой, свободной от РНКаз. Сте-
пень очистки и концентрацию РНК определяли на
приборе NanoDrop 2000C (Thermo Scientific, США);
хранили препараты при –80°C.

Анализ экспрессии генов. Использовали следующие
праймеры: к COL2A1 прямой GGCAATAGCAG-
GTTCACGTACA и обратный CGATAACAGTCTTGC-
CCCACTT; к ACAN прямой GCTACGACGCCATCT-
GCTAC и обратный GTCAGGCCAGGTCACTGTC; к
COL1A1 прямой GACCTAAAGGTGCTGCTGGAG и
обратный CTTGTTCACCTCTCTCGCCA; к рефе-
ренсному гену GAPDH прямой GAAATCCCATCAC-
CATCTTCCAGG и обратный GAGCCCCAG-
CCTTCTCCATG. Все праймеры были синтезированы
в компании “Синтол” (Россия). Анализ экспрессии ге-
нов проводили с помощью количественной полиме-
разной цепной реакции с обратной транскрипцией
(ОТ-ПЦР) в режиме реального времени, на базе город-
ской больницы № 31 (г. Санкт-Петербург).

Выявление гликозаминогликанов и протеоглика-
нов. Для подтверждения дифференцировки в хон-
дрогенном направлении клетки окрашивали альциа-
новым синим или сафранином О для идентификации
гликозаминогликанов и протеогликанов соответ-
ственно. Для этого клетки промывали PBS, фиксиро-
вали 3.7%-ным раствором формалина и окрашивали в
течение 30 мин 1%-ным раствором альцианового си-
него в 3%-ной уксусной кислоте, либо 0.1%-ным
раствором сафранина О в 1%-ной уксусной кислоте.
После промывки препараты хранили в PBS при 4°C.

Статистическая обработка. Числовые данные, пред-
ставленные как средние значения со стандартными от-
клонениями из трех независимых экспериментов, вы-
числяли с помощью программы Microsoft Excel с при-
менением метода Дельта-дельта Ct (∆∆Ct).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Характерным общим свойством МСК, выделен-
ных из различных источников, является их способ-
ность к дифференцировке в клетки мезодермально-
го типа, такие как остеобласты, адипоциты и хон-
дроциты. Что касается традиционного объекта
наших исследований – эМСК, их пластичность ра-
нее была подтверждена дифференцировкой в осте-
областы и адипоциты (Zemelko et al., 2012; Domnina
et al., 2016). Дифференцировка эМСК в хондроген-
ном направлении, как и контролирующие этот про-
цесс молекулярные механизмы до сих пор остава-
лись неизученными.

Чтобы восполнить этот информационный про-
бел, мы попытались индуцировать хондрогенную
дифференцировку эМСК в микромассах (3D-куль-
туры), согласно известному методу (Johnstone et al.,
1998). Клетки культивировали в коммерческой хон-
дрогенной среде в течение 3, 14 и 21 сут с одновре-
менным выделением РНК и гистологическим окра-
шиванием микромасс альциановым синим в указан-
ных временных точках. Если тест на выявление
гликозаминогликанов давал положительный резуль-
тат, то с выделением РНК возникли непредвиден-
ные сложности. Как показал анализ причин неудач,
в процессе дифференцировки в микромассах ката-
строфически падает жизнеспособность клеток, по-
этому через 14 сут и позже оказалось невозможно
выделить неповрежденную РНК для проведения
ПЦР-анализа экспрессии генов интереса. Препарат
РНК приемлемой чистоты и концентрации был выде-
лен лишь через 3 сут после индукции хондрогенеза.

Следует отметить особенность эМСК, которая
проявлялась при длительном культивировании мо-
нослойных клеток в хондрогенной среде: примерно
через 14 сут клетки начинали усиленно мигрировать,
образуя агрегаты различной формы типа 3D-струк-
тур, которые давали положительную окраску альци-
ановым синим, что в перспективе неизбежно приво-
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дило к потере жизнеспособности клеток в таких об-
разованиях.

Принимая во внимание описанные выше резуль-
таты, мы решили для дальнейших исследований ис-
пользовать монослойные (2D) культуры эМСК, ин-
дуцируя в них хондрогенную дифференцировку в те-
чение 3, 11 и 14 сут. Такой дизайн экспериментов,
во-первых, позволял избежать нежелательного об-
разования 3D-структур; во-вторых, обеспечивал
жизнеспособность клеток и выделение нативной
РНК; в-третьих, позволял оценить динамику и мо-
дуляцию регуляторных сигнальных путей на началь-
ных этапах дифференцировки. Для изучения вовле-
чeнности основных игроков МАР- и PI3-киназных
путей в индуцированный хондрогенез эМСК, при-
менили ингибиторный анализ, основанный на двух
подходах: 1) клетки предварительно обрабатывали в
полной ростовой среде в течение 40 мин одним из
ингибиторов – U0126, SB203580 или LY294002, а за-
тем культивировали в индукционной среде в отсут-
ствие ингибитора; 2) предобработанные одним из
ингибиторов клетки культивировали в индукцион-
ной среде в присутствии соответствующего ингиби-
тора. В качестве положительного контроля натив-
ные эМСК подвергали хондрогенной дифференци-
ровке в отсутствие ингибиторов.

Зависимость эффективности хондрогенной диффе-
ренцировки от активности сигнальных путей. Для вы-
бора ингибитора, наиболее эффективно модулирую-
щего дифференцировку, клетки культивировали в
индукционной среде в течение 11 сут. Как видно на
рис. 1, по сравнению с контрольными (K) нативны-
ми эМСК, клетки положительного контроля (K+)
были интенсивно окрашены альциановым синим
(тест на присутствие гликозаминогликанов, харак-

терных для хондроцитов), что свидетельствует в
пользу их дифференцировки. Очевидно также, что
из всех вариантов обработки клеток ингибиторами
только вариант предобработки ингибитором PI3К
(LY294002) с последующим постоянным его присут-
ствием в среде эффективно препятствовал хондро-
генной дифференцировке (рис. 1, LY*). Поэтому
именно ингибитору PI3К мы отдали предпочтение в
дальнейших исследованиях.

Для выявления зависимости эффективности
дифференцировки эМСК от дозы и времени дей-
ствия LY294002, стимулировали дифференцировку в
присутствии 1, 10 или 20 мкМ LY294002, и затем окра-
шивали клетки альциановым синим через 3 и 14 сут
или сафранином О через 14 сут (рис. 2). Как показыва-
ет анализ окраски альциановым синим, через 3 сут
после индукции дифференцировки наблюдается не-
значительное, одинаковое по интенсивности, окраши-
вание клеток во всех лунках (рис. 2, 2а–5а) по сравне-
нию с нативными клетками (рис. 2, лунка 1а). Напро-
тив, через 14 сут (рис. 2, лунки 3б–5б) очевидна
зависимость интенсивности окрашивания от кон-
центрации LY294002: 2б ≈ 3б > 4б > 5б. Градиент
окраски клеток сафранином О через 14 сут диффе-
ренцировки (рис. 2, лунки 2в–5в) аналогичен окра-
шиванию альциановым синим в той же временной
точке: 2в ≈ 3в > 4в > 5в.

По результатам гистологического окрашивания
альциановым синим и сафранином О, которые вы-
являют характерные для хондроцитов гликозамино-
гликаны и протеогликаны соответственно, можно
предположить, что PI3-киназный сигнальный путь
вовлекается в регуляцию хондрогенной дифферен-
цировки. Действительно, при специфическом бло-
кировании этого пути мы наблюдали явно выражен-

Рис. 1. Влияние ингибиторов U0126 (U), SB203580 (SB) или LY294002 (LY) на эффективность индуцированной хондрогенной
дифференцировки эМСК. K – интактные клетки, окрашенные в начальный день эксперимента; K+ – положительный кон-
троль (клетки культивировали в индукционной среде); U, SB, LY – предобработка одним из ингибиторов в течение 40 мин в
полной ростовой среде с последующим культивированием в индукционной среде без ингибитора; U*, SB*, LY* – такая же
предобработка клеток ингибитором с последующим культивированием при его постоянном присутствии в индукционной
среде. Продолжительность дифференцировки – 11 сут, затем клетки во всех лунках, за исключением интактных клеток, были
окрашены альциановым синим.

U* SB* LY* LYSBU

К

10 мкМ U0126 5 мкМ SB203580 20 мкМ LY203580

К К К+К+К+
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ный дозозависимый эффект (интенсивность окраски
обратно пропорциональна концентрации ингибитора)
и его корреляцию с продолжительностью дифферен-
цировки.

Уровень экспрессии коллагена I типа (COL1A1),
коллагена II типа (COL2A1) и аггрекана (ACAN). Ин-
тактные и коммитированные к хондрогенной диф-
ференцировке эМСК анализировали с помощью ко-
личественного метода ОТ-ПЦР в реальном времени.
В необработанных эМСК относительный уровень
экспрессии COL1A1 минимален; при запуске хон-
дрогенной дифференцировки (K+) он увеличивался
и далее существенно не изменялся в течение всего
периода наблюдения (рис. 3а). Под действием инги-
битора LY294002 уровень экспрессии COL1A1 через
14 сут возрастал в несколько раз относительно поло-
жительного контроля (K+) и почти в 50 раз относи-
тельно интактных клеток (K). Можно предположить,
что функционально активная PI3К через специфиче-
ские сигнальные пути вовлечена в негативную регуля-
цию экспрессии гена COL1A1, что обеспечивает нор-
мальное развитие дифференцировки эМСК.

Как видно на рис. 3б, специфичный для хряще-
вой ткани ген COL2A1 экспрессируется в контроль-
ных эМСК на таком же низком уровне, как и ген
COL1A1; после индукции хондрогенеза он увеличи-
вается, достигая на 14-е сут максимального значе-
ния: наблюдаемый прирост относительно K+ (3 сут)
составляет 60 раз, а относительно K – около 1800 раз.

Через 14 сут дифференцировки наиболее ярко выра-
жен и эффект ингибитора LY294002: уровень экс-
прессии COL2A1 падает почти в 7 раз по сравнению
со значением для K+ (14 сут). Следовательно,
LY294002 супрессирует экспрессию гена COL2A1 в
процессе хондрогенеза, причeм особенно сильно на
поздних стадиях. Эти результаты свидетельствуют о
том, что активный PI3К-зависимый сигнальный путь
может быть включен в сигнальные пути хондрогенеза
эМСК и необходим для стимулирования экспрессии
коллагена II типа в течение длительного времени.

Мы проверили также уровень экспрессии гена аг-
грекана (ACAN), специфичного для хрящевой ткани;
однако экспрессия ACAN не была выявлена через
14 сут после индукции дифференцировки в монослой-
ной культуре эМСК (данные не представлены). Чтобы
исключить возможную ошибку из-за неподходящих
праймеров, с помощью ОТ-ПЦР оценили уровень
экспрессии аггрекана в первичных хондроцитах, выде-
ленных из хряща человека: как и ожидалось, уровень
экспрессии ACAN был высоким (рис. 3в); аналогичные
результаты были продемонстрированы в нашей
предыдущей работе (Ushakov et al., 2020).

PI3К/Akt/mTOR сигнальный путь. Далее мы ис-
следовали потенциальные механизмы, лежащие в
основе наблюдаемых эффектов LY294002. В первую
очередь мы проверили участие сигнального пути
PI3K/Akt/mTOR в процессе дифференцировки. Ме-
ханистическая мишень рапамицина (mTOR) являет-

Рис. 2. Зависимость эффективности хондрогенной дифференцировки эМСК от дозы и времени действия
ингибитора LY294002 (LY). Окраска клеток в лунках альциановым синим: 3 сут (лунки 1а–5а), 14 сут (лунки 1б–5б); окраска
сафранином О: 14 сут (лунки 1в–5в). 1 – интактные клетки, окраска в начальный день эксперимента; 2 – индуцированная
дифференцировка (положительный контроль); 3, 4, 5 – дифференцировка в присутствии 1, 10, 20 мкМ LY соответственно.
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ся интегральным компонентом этого пути и отно-
сится к семейству протеинкиназ, родственных PI3K.
Киназа mTOR функционирует как каталитическая
субъединица в двух различных мультибелковых ком-
плексах, которые контролируют в клетке разные
программы (Loewith et al., 2002). Так, чувствитель-
ный к рапамицину комплекс mTORC1 характеризу-
ется регуляторной субъединицей Raptor (regulatory
associated protein of mTOR) и контролирует синтез
белка (размер клеток) через фосфорилирование эф-
фекторов – рибосомной киназы р70S6K и белка
4E-BP1, ингибитора фактора инициации элонгации.
Это фосфорилирование стимулирует трансляцию
мРНК, пролиферацию и клеточный рост (Sarbassov et
al., 2005). PI3K/Akt-зависимая регуляция активно-
сти mTORС1 представляет собой сложный много-
ступенчатый процесс, подробно описанный в ряде
обзоров (Sarbassov et al., 2005; Huang, Manning, 2009;
Steelman et al., 2011).

Статус активации компонентов PI3К/Akt/mTOR
пути оценивали методом иммуноблотинга. Рис. 4
показывает, что индукция дифференцировки (K+)
приводит к значительному уменьшению уровня
фосфорилирования Akt по сравнению с интактными
клетками (K), тогда как фосфорилирование эффек-
торных мишеней mTORC1 – p70S6К и 4ЕВР1 – уси-
ливается, оставаясь на высоком уровне весь период
наблюдения, как и рибосомального белка S6. Кроме
того, чeтко прослеживается дозозависимый эффект
LY294002 на уровень фосфорилирования Akt,
p70S6К, S6 и 4EBP1, что подтверждает специфич-
ность действия ингибитора на ось PI3К/Akt/mTOR.
Таким образом, можно заключить, что хондроген-
ная дифференцировка эМСК связана с PI3K-зави-
симой модуляцией активности всех компонентов
исследуемого сигнального пути.

Изучение роли PI3К в хондрогенезе МСК различ-
ной природы показало, что эта киназа вовлекается в
контроль дифференцировки только в ответ на стиму-
ляцию инсулиноподобным фактором роста (IGF-1),
но не трансформирующим фактором роста β (TGF-β)
(Starkman et al., 2005; McMahon et al., 2008; Yin et al.,
2009), а партнерами PI3К по большей части служат
протеинкиназы МАРК-семейства.

Влияние PI3-киназного пути на активность компо-
нентов сигнального каскада Raf/MEK/ERK. Для по-
нимания механизма хондрогенной дифференциров-
ки эМСК важно выяснить не только функциональ-
ный статус отдельных белков в составе сигнальных
каскадов, но и взаимную регуляцию различных кас-
кадов (crosstalk). Как показывает анализ данных из
литературы, механизмы внутриклеточной передачи
сигналов, регулирующих хондрогенную дифферен-
цировку взрослых МСК, включают, помимо PI3K,
МАР-киназу ERK1/2. При этом в зависимости от
клеточного контекста и используемого фактора ро-
ста, отмечали противоположную роль ERK1/2 в ка-
честве регулятора дифференцировки – и негатив-

Рис. 3. Действие ингибитора LY294002 (LY) на экспрес-
сию генов коллагена I типа (COL1A1), коллагена II типа
(COL2A1) и аггрекана (ACAN) в процессе дифференци-
ровки эМСК в хондрогенном направлении. Сравнение
уровня экспрессии генов COL1A1 (а), COL2A1 (б) и ACAN
(в) в эМСК до и после индукции дифференцировки; по-
казаны средние значения из трeх независимых экспери-
ментов и стандартные отклонения (вертикальные отрез-
ки) относительно GAPDH. K – контрольные интактные
клетки; K+ – положительный контроль (клетки, в кото-
рых дифференцировка продолжалась в течение 3 или
14 сут); LY – дифференцировка в течение 3 или 14 сут при
постоянном присутствии ингибитора в индукционной
среде. Хондр. – хондроциты, выделенные из хряща чело-
века.
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ную (Oh et al., 2000; Oh, Chun, 2003; Starkman et al.,
2005; McMahon et al., 2008), и позитивную (Tuli et al.,
2003; Lee et al., 2004; McMahon et al., 2008; Zhang et al.,
2014; Jiang et al., 2017).

Известно, что PI3К/Akt и МАР-киназные сиг-
нальные пути контролируют функцию mTORC1
(Manning et al., 2002; Ma et al., 2005), причем
mTORC1 способен негативно регулировать ERK-за-
висимый МАР-киназный путь (Грюкова и др., 2017).
Здесь мы проверили, возможно ли пересечение этих
сигнальных путей в процессе хондрогенной диффе-
ренцировки эМСК. С этой целью провели анализ
статуса активации МАР-киназного каскада в зави-
симости от ингибирования PI3К/Akt пути.

Как видно на рис. 5, интактные эМСК (К) харак-
теризуются высоким уровнем фосфорилирования
киназ Raf, MEK и ERK, что обеспечивает высокий
пролиферетивный потенциал этих клеток. При за-
пуске хондрогенной дифференцировки (K+) уро-
вень фосфорилирования каждой из киназ резко сни-
жается и мало изменяется в течение всего эксперимен-
та. Через 3 сут после индукции дифференцировки
наблюдается дозозависимое активирующее действие
LY294002 на MEK1/2 и ERK1/2: при увеличении кон-
центрации ингибитора уровень их фосфорилирова-
ния повышается, причeм для p-ERK1/2 это не связа-
но с увеличением экспрессии белка ERK2 в процессе
дифференцировки. В отношении р-Raf имеет место

обратная закономерность. Следовательно, при отсут-
ствии супрессирующего действия ингибитора, актив-
ная PI3К способна негативно регулировать актив-
ность МАР-киназ MEK1/2 и ERK1/2 и позитивно –
МАР-киназы Raf. Эти данные свидетельствуют о пе-
ресечении функций сигнальных путей PI3К/Akt и
МАРК в ходе хондрогенеза эМСК, причeм для эф-
фективной дифференцировки требуется повышен-
ная активность первого при даун-регуляции второго
из упомянутых путей.

В настоящей работе мы продемонстрировали воз-
можность дифференцировки эМСК в хондрогенном
направлении в монослойной культуре и оценили ди-
намику этого процесса в течение 14 сут. Применяя
фармакологическое ингибирование активности
PI3К-зависимого сигнального пути, показали его
участие в хондрогенной дифференцировке на уров-
не аккумуляции гликозаминогликанов и протеогли-
канов, экспрессии генов COL1A1 и COL2A1 и регуля-
ции активности киназ Raf/MEK/ERK сигнальной
оси. Таким образом, наши находки однозначно ука-
зывают на важную регуляторную роль функцио-
нально активного PI3К/Akt/mTOR сигнального кас-
када для хондрогенной дифференцировки эМСК,
что углубляет представление о молекулярном меха-
низме хондрогенеза эМСК in vitro.

Рис. 4. Специфическое ингибирование PI3K уменьшает функциональную активность сигнального пути PI3К/Akt/mTOR при
хондрогенной дифференцировке эМСК. Вестерн-блот-анализ с использованием специфических антител. K – контрольные
интактные клетки; K+ – положительный контроль (клетки, в которых дифференцировка продолжалась в течение 3 или
14 сут); LY294002 (LY) – дифференцировка клеток при постоянном присутствии ингибитора в индукционной среде в течение
3 сут (1, 10 и 20 мкМ LY) или 14 сут (20 мкМ LY). Указаны фосфорилированные формы Akt, p70S6K, S6, 4E-BP1, а также белки
Akt, GАPDH, α-Tubulin.
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Involvement of the PI3K/Akt/mTOR Pathway in Controlling Chondrogenic Differentiation 
of Endometrial Mesenchymal Stromal Cells

A. S. Brovkinaa, R. E. Ushakova, I. O. Vassilievab, A. P. Domninaa, and E. B. Burovaa, *
a Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064 Russia

b City Clinical Hospital No. 31, St. Petersburg, 197110 Russia
*e-mail: lenbur87@mail.ru

The present work describes ability to chondrogenic differentiation of human mesenchymal stromal cells (MESCs)
derived from desquamated endometrium in menstrual blood. Neither MESCs chondrogenic capacity nor related
signaling pathways have been studied yet. MESCs monolayer culture cultivated in chondrogenic medium within 11–
14 days demonstrates chondrogenesis markers such as positive staining with Safranin O and with Alcian blue as well
as the increased COL2A1 expression level. We studied linkage between expression of chondrogenic markers and ac-
tivation status of PI3K and MAPK pathways by cultivating MESCs in chondrogenic medium in the presence of
PI3K inhibitor LY294002; we found that PI3K/Akt/mTOR signaling negatively regulates COL1A1 expression and
positively regulates COL2A1 during differentiation and that it is also involved in regulation of Raf/MEK/ERK kinase
activity. These results suggest that PI3K/Akt/mTOR pathway plays significant role in regulation of MESCs chon-
drogenesis.

Keywords: chondrogenic differentiation, endometrial mesenchymal stromal cells, PI3K/Akt/mTOR pathway, qRT-PCR
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Известно, что митохондриальная дисфункция может являться триггером или сопутствующим механиз-
мом при развитии болезни Альцгеймера. Также известно, что восстановление внутриклеточной митохон-
дриальной активности нейронов и церебральных эндотелиоцитов возможно за счет переноса неповре-
жденных митохондрий из других клеток головного мозга, в частности, астроцитов, причем этот перенос
митохондрий опосредован белком CD38 и функционально связанным с ним коннексином 43 (Cx43). От-
сюда следует, что указанные молекулы перспективны для изучения как в отношении механизмов развития
нейродегенерации, так и в отношении возможной модуляции их активности для коррекции неврологиче-
ского дефицита. Цель настоящей работы заключалась в исследовании изменения числа CD38- и Cx43-им-
мунопозитивных клеток в составе нейроваскулярной единицы и гематоэнцефалического барьера (ГЭБ)
головного мозга при экспериментальной болезни Альцгеймера. Нами показано, что токсическое действие
бета-амилоида приводит к значительному увеличению числа CD38- и Cx43-позитивных клеток как в гип-
покампе животных in vivo, так и в составе модели ГЭБ in vitro. Также нами показано, что культивирование
изолированных астроцитов в присутствии бета-амилоида приводит к увеличению содержания Cx43 в
клетках, причем проницаемость этих полуканалов достоверно увеличивается.
Ключевые слова: астроциты, нейроны, эндотелиоциты, болезнь Альцгеймера, митохондрии, CD38, Cx43
DOI: 10.31857/S0041377121060067

Болезнь Альцгеймера (БА) является одной из
наиболее распространенных нейродегенеративных
болезней и находится в фокусе многочисленных ис-
следований уже на протяжении многих лет. Однако
многие клеточно-молекулярные звенья патогенеза
БА до сих пор остаются малоизученными (Compag-
noni et al., 2020), что крайне затрудняет разработку
эффективных и безопасных методов профилактики
и лечения.

В последнее время в исследованиях процессов ней-
родегенерации особое внимание привлекают наруше-
ния митохондриальной динамики в клетках нейро-
нальной, астроглиальной и эндотелиальной природы.
Известно, что в развитии нейродегенеративных про-
цессов задействованы различные механизмы, связан-
ные с митохондриями, в частности дефекты энерго-

продукции, мутации митохондриальной ДНК, измене-
ния динамики митохондрий и аберрантный гомеостаз
ионов Ca2+ (Franco-Iborra et al., 2018).

Показано, что митохондриальная дисфункция
может также являться триггером или сопутствую-
щим механизмом при развитии БА (Swerdlow, 2018).
К сожалению, к настоящему времени не разработа-
ны способы фармакологической модуляции для вос-
станавления аберрантной активности митохондрий
и митохондриальной динамики в клетках головного
мозга. Однако некоторые исследования показыва-
ют, что восстановление митохондриальной активно-
сти нейронов и церебральных эндотелиоцитов воз-
можно с использованием репаративного потенциала
других клеток, входящих в состав нейроваскулярной
единицы (НВЕ) и гематоэнцефалического барьера
(ГЭБ), например, астроцитов. В частности, было по-
казано, что астроциты могут выступать в качестве
доноров неповрежденных митохондрий при экспе-
риментальной ишемии головного мозга, причем та-
кой транспорт митохондрий связан с активностью
CD38 в астроцитах, а также туннелирующих меж-

Принятые сокращения: АДФ и цАДФР – аденозиндифосфат и
циклическая АДФ-рибоза соответственно; БА – болезнь
Альцгеймера; ГЭБ – гематоэнцефалический барьер; НАД+ и
НАДФ – никотинамидадениндинуклеотид и его фосфат соот-
ветственно; НВЕ – нейроваскулярная единица; Aβ – бета-
амилоид; Cx43 – коннексин 43; LY – Lucifer Yellow; PBS –
фосфатно-солевой буферный раствор.

УДК 616-092.18
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клеточных нанотрубочек и экзосом (микровезикул)
(Hayakawa et al., 2016).

CD38 – это трансмембранный гликопротеин,
компонент клеточных сигнальных систем, сопря-
женных в клетках нервной системы с рецепторами
многих нейротрансмиттеров. CD38 способен прояв-
лять 2 типа ферментативной активности: АДФ-ри-
бозилциклазную и цАДФ-рибозилгидролазную. Суб-
стратами его являются НАД+, его фосфат НАДФ, а
также цАДФ-рибоза. Кроме того, благодаря олигомер-
ной структуре, CD38 может проявлять свою актив-
ность в качестве каталитически активного транспорте-
ра, ответственного за генерацию и вход цАДФ-рибозы
в клетку. цАДФ-рибоза, генерируемая с помощью
CD38, играет важную роль во многих биологических
процессах в головном мозге и других тканях и орга-
нах. Примечательно, что такую же транспортную
функциональную нагрузку дополнительно может не-
сти и экспрессируемый в цитоплазматической мем-
бране коннексин 43 (Cx43) (Салмина и др., 2012).

Известно, что Cx43 функционально связан с
CD38, выполняя функцию канала для поступления
НАД+ из цитозоля во внеклеточное пространство к
активному сайту CD38, либо для поступления
цАДФ-рибозы, синтезированной внеклеточно, в
цитозоль для связывания с рианодиновыми рецеп-
торами и индукции высвобождения кальция из внут-
риклеточных депо (Bruzzone et al., 2001; Song et al.,
2011). Помимо этого, молекулы Cx43, находящиеся
на поверхности астроцитов, обеспечивают форми-
рование астроглиального синцития и могут служить
в качестве каналов для секреции глиотрансмиттеров
и ионов (Osipova et al., 2018). Показано, что в некото-
рых типах гликолитически активных клеток Cx43-
опосредованный механизм секреции и (или) транс-
порта лактата достаточно эффективен (Dovmark et al.,
2017), что позволяет предположить его наличие в
астроцитах головного мозга.

Интересно, что в условиях подавления гликолиза и
окислительного фосфорилирования астроциты снижа-
ют коммуникацию за счет Cx43-опосредованных меж-
клеточных контактов (щелевых), но увеличивают ак-
тивность Cx43-полуканалов, высвобождающих во вне-
клеточное пространство ионы и метаболиты (Contreras
et al., 2002). Кроме того, несмотря на то, что экспрессия
гена Cx43 долгое время считалась прерогативой астро-
цитов, существуют экспериментальные данные, де-
монстрирующие наличие этой молекулы в клетках ней-
рональной и эндотелиальной природы (Liu et al., 2012;
Johnson et al., 2018), что может обеспечивать механизмы
эффективной межклеточной коммуникации в преде-
лах НВЕ головного мозга.

Вместе с тем, существуют экспериментальные
данные, демонстрирующие повышение уровня со-
держания и активности белков CD38 и Cx43 при ря-
де нейродегенеративных заболеваний, что может гово-
рить об их вкладе в развитие нейровоспаления и ней-
родегенерации (Camacho-Pereira, 2016; Yi et al., 2016).

В соответствии с вышеперечисленными обстоя-
тельствами, изучение CD38 и сопряженного с ним
Cx43 является перспективным как в отношении ис-
следования механизмов развития нейродегенерации,
в том числе альцгеймеровского типа, так и в отноше-
нии возможной модуляции процессов трансфера ми-
тохондрий в клетках НВЕ/ГЭБ для коррекции невро-
логического дефицита.

Таким образом, целью настоящей работы стало
исследование изменения числа CD38 и Cx43-имму-
нопозитивных клеток в составе НВЕ/ГЭБ головного
мозга при экспериментальной БА.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Объекты исследования. Животные. Для экспери-

ментов in vivo использовали мышей-самцов линии
C57BL/6 в возрасте 4 мес. Животным с эксперимен-
тальной БА вводили бета-амилоид (Aβ) в CA1 зону
гиппокампа. Контрольную группу составляли лож-
но-оперированные животные после введения в гип-
покамп растворителя для Aβ – фосфатно-солевого
буферного раствора (PBS). Всего использовали
20 животных (n = 20). В экспериментах in vitro для
получения первичных культур клеток использовали
крыс линии Wistar. Общее число животных n = 14.

Животных содержали в клетках со свободным до-
ступом к воде и корму при постоянной температуре
21 ± 1°С и регулярном световом цикле 12 ч день и
12 ч ночь. Исследования на животных проводили в
соответствии с соблюдением принципов гуманно-
сти, изложенных в Директиве Европейского сооб-
щества (2010/63/ЕС).

Клетки. Использовали первично-выделенные
культуры клеток церебрального эндотелия, астроци-
тов и нейросфер (НСФ). Из НСФ путем направлен-
ной дифференцировки получали сокультуру астро-
цитов и нейронов. Контрольную группу составляли
интактные клетки, экспериментальную – клетки,
культивируемые в течение 1 сут в присутствии Аβ в
конечной концентрации 100 нМ.

Моделирование нейродегенерации in vivo. Модели-
рование БА осуществляли интрагиппокампальным
введением Aβ билатерально по 1 мкл в зону СА1 по
стереотаксическим координатам ML = ±1.3 мм,
AP = 2.0 мм, DV = –1.9 мм (Epelbaum et al., 2015). Aβ
(Sigma-Aldrich, США) перед введением животным
растворяли в PBS до концентрации 50 мкM с после-
дующей агрегацией в термостате при 37°С в течение
7 сут. Оценку признаков БА проводили, начиная с
10-х сут (Sipos et al., 2007) после оперативного вме-
шательства. Модель БА верифицировали с помощью
окрашивания тиофлавином S. После введения ами-
лоида в ткани головного мозга наблюдали флуорес-
цирующие амилоидные бляшки зеленого цвета.

Приготовление срезов и иммуногистохимия. Для
фиксации тканей осуществляли транскардиальную
перфузию 4%-ным параформальдегидом с последу-
ющим забором головного мозга. Далее изолирован-
ный мозг фиксировали в 10%-ном нейтральном за-
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буференном формалине, после чего погружали в
20%-ный раствор сахарозы.

С помощью микротома Microm HM 650 (Thermo Sci-
entific, США) изготавливали срезы толщиной 50 мкм.
Наличие в образцах исследуемых маркеров определяли
методом непрямой иммуногистохимии для свободно
плавающих срезов (Encinas, Enikolopov, 2008).

После промывки в PBS срезы блокировали 3%-ным
козьим сывороточным альбумином в PBS и 1%-ном
Тритоне X-100 в течение 1 ч при комнатной темпера-
туре с последующим инкубированием в течение но-
чи с первичными антителами в разведении 1 : 1000 в
3%-ном BSA в PBS и 0.2%-ном Тритоне X-100 при 4°С.
Использовали первичные моноклональные крысиные
антитела к CD31 (MBS532307; MyBioSource.com,
США), куриные поликлональные антитела к нейрон-
специфической енолазе (NSE) (GTX85462; GeneTex,
США), мышиные моноклональные антитела к гли-
альному фибриллярному кислому белку (GFAP)
(MBS8241552; MyBioSource.com, США), кроличьи
поликлональные антитела к Cx43 (MBS9600634; My-
BioSource.com, США) и кроличьи поликлональные
антитела к CD38 (GTX37752; GeneTex, США). После
инкубации с первичными антителами срезы промы-
вали и инкубировали со вторичными антителами в
разведении 1 : 1000 в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Использовали вторичные поликлональ-
ные антитела (все от Abcam, Великобритания):
ослиные, специфичные к кролику, Alexa Fluor 555
(ab150074); козьи, специфичные к курице, Alexa Flu-
or 647 (ab150171); козьи, специфичные к мыши, Alexa
Fluor 647 (ab150115); козьи, специфичные к крысе,
Alexa Fluor 647 (ab150159. Изображения получали с
помощью конфокального микроскопа Olympus FV
10i (Япония). В срезах головного мозга в НВЕ счита-
ли абсолютное число клеток в поле зрения нейрональ-
ной (NSE-позитивные), астроглиальной (GFAP-пози-
тивные) и эндотелиальной (CD31-позитивные) при-
роды, имеющих целевые молекулы (Cx43, CD38) на
различных уровнях в гиппокампе. Каждый экспери-
мент проводили в 10 повторностях. Оценивали не ме-
нее пяти полей зрения в каждом срезе гиппокампа.

Выделение и культивирование церебральных эндо-
телиоцитов. Использовали модифицированный про-
токол (Liu et al., 2013). Выделение мозга с удалением
мозговых оболочек и крупных церебральных сосу-
дов осуществляли c помощью роллинга на фильтро-
вальной бумаге. Выделяли кору головного мозга и
удаляли крупные сосуды в холодном растворе Хенк-
са (ПанЭко, Россия). Мелконарезанную кору голов-
ного мозга центрифугировали в пробирке объемом
15 мл в течение 3 мин при 150 g и комнатной темпе-
ратуре. Последующие этапы включали:

1) добавление к осадку в двукратном объеме 25%-
ной FBS (HyClone, США), тритурирование 25 раз
пипеткой 5 мл с последующим центрифугированием
гомогената в течение 10 мин при 600 g при комнат-
ной температуре;

2) забор самого нижнего слоя и перенос в новую
коническую пробирку 15 мл;

3) повторение этапов тритурирования и центри-
фугирования три раза, после чего проводили фер-
ментативную обработку пеллета в растворе 0.1%-ной
коллагеназы II (ПанЭко, Россия) в течение 35 мин при
37°С с периодическим перемешиванием и дальней-
шим центрифугированием в течение 5 мин при 200 g;

4) умеренное ресуспензирование осадка в пита-
тельной среде и посев в культуральные флаконы.

Культивирование эндотелиальных клеток осуществ-
ляли при 37°С, 5% CO2 в культуральных флаконах,
предварительно покрытых 0.1%-ным раствором жела-
тина (Biological Industries, США) в культуральной среде
DMEM (ПанЭко, Россия), содержащей 20% FBS (Hy-
Clone, США), а также 0.58 мг/мл глутамина, 100 Ед/мл
пенициллина и 100 мг/мл стрептомицина (ПанЭко,
Россия). Смену среды проводили каждые 3 сут.

Выделение и культивирование нейросфер. Живот-
ных декапитировали после охлаждения на льду и
производили забор головного мозга. Мозг помещали
в ледяной раствор 2%-ной глюкозы в PBS (ПанЭко,
Россия). Выделяли интересующие регионы (гиппо-
камп, стенки боковых желудочков) и иссекали до
размеров 1 мм3. После окончания диссекции выде-
ленную ткань переносили в свежий раствор 2%-ной
глюкозы в PBS (в конической пробирке 14 мл) на
1 мин. После осаждения ткани удаляли супернатант.
Оставшуюся ткань ресуспензировали в 1 мл среды
NeuroCult NS-A Proliferation (StemCell, США). Про-
водили тритурацию ткани (25–30 раз) стерильным
пластиковым наконечником до получения однород-
ной суспензии клеток. К полученной суспензии до-
баляли 1 мл свежей среды NeuroCult NS-A Prolifera-
tion. Через 2 мин после осаждения неразделенных
кусочков ткани под силой тяжести собирали супер-
натант и переносили его в новую стерильную про-
бирку объемом 14 мл. Собранный супернатант цен-
трифугировали при 150 g в течение 5 мин, после чего
удаляли супернатант и добавляли 1 мл свежей среды
NeuroCult NS-A Proliferation с последующей триту-
рацией. Полученную клеточную суспензию перено-
сили в культуральные флаконы T-75 см2 с 25 мл сре-
ды NeuroCult NS-A Proliferation. Культивирование
осуществляли в условиях инкубатора при 5% CO2 и
37°C. Через 24–48 ч после выделения наблюдали об-
разование нейросфер.

Получение культуры астроцитов. Использовали
направленную дифференцировку нейросфер в среде
Astrocyte Medium (ScienCell, США) следующего со-
става: базальная средa (Basal Medium, ScienCell,
США), 10% FBS (HyClone, США), AGS (ScienCell,
США), раствор пенициллина-стрептомицина (Sci-
enCell, США) в конечной концентрации 50 ед./мл
(Хилажева и др., 2015). Через 7–9 сут наблюдали об-
разование монослоя астроцитов.

Получение сокультуры астроцитов и нейронов.
Нейросферы направленно дифференцировали в аст-
роциты и нейроны. Нейросферы ресуспендировали
в культуральной среде NeuroCult NS-A Differentia-
tion Kit (StemCell, США) и засевали в культуральные
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флаконы T-75 см2. Через 5–7 сут наблюдали образо-
вание сокультуры астроцитов и нейронов.

Получение модели ГЭБ in vitro. Для получения мо-
дели ГЭБ сокультуру астроцитов и нейронов засева-
ли на дно лунок культурального планшета, затем в
лунки устанавливали культуральные вставки (Corning-
Costar, США), на которые помещали эндотелиоциты.
Соотношение количества эндотелиоцитов, астроци-
тов и нейронов составляло 1 : 2 : 1 соответственно.
Смесь клеток культивировали в среде DMEM
(ПанЭко, Россия), содержащей 20% FBS (HyClone,
США), а также 0.58 мг/мл глутамина, 100 ЕД/мл пени-
циллина и 100 мг/мл стрептомицина (все от ПанЭко,
Россия) в условиях инкубатора при 37°C и 5% CO2.

Оценка Cx43-опосредованного транспорта в астро-
цитах в присутствии и в отсутствие Аβ. Астроциты за-
севали в 12-луночный культуральный планшет по
2.5 × 105 клеток на 1 лунку. После достижения 95%
конфлюентности производили замену культураль-
ной среды на среду с Аβ в конечной концентрации
100 нМ. Через 1 сут культивирования в среде с Aβ
оценивали Cx43-опосредованный транспорт в аст-
роцитах с использованием красителя Lucifer Yellow
(LY), а также иммуноцитохимически с использова-
нием Cx43-антител.

Для оценки Cx43-опосредованной проницаемо-
сти астроциты культивировали в среде, содержащей
флуоресцентный краситель LY в конечной концен-
трации 50 мкМ. Через 24 ч среду с LY убирали, клет-
ки промывали раствором PBS и оценивали интен-
сивность флуоресценции красителя в астроцитах с
помощью флуоресцентного микроскопа ZOE (Bio-
Rad, США).

Иммуногистохимическое выявление белков CD38 и
Cx43 в культурах in vitro. Клетки фиксировали в 4%-
ном параформальдегиде в течение 15 мин, после чего
отмывали раствором PBS. Наличие в клетках иссле-
дуемых маркеров определяли методом непрямой
иммуногистохимии. Использовали первичные по-
ликлональные антитела: к белкам плотных контактов
ZO1 (козлиные sc-8147; Santa Cruz, США и кроличьи
orb11587; Biorbyt, Великобритания); куриные к GFAP
(LS-B6299; LSBio, США); мышиные к нейрон-специ-
фичному ядерному белку NeuN (MAB377; Merck Milli-
pore, США); кроличьи к CD38 (LS-C331640; LSBio,
США), кроличьи к Cx43 (ab11370; Abcam, США).
Первичные антитела использовали в рабочем разве-
дении 1 : 300. Время инкубации составляло 18 ч при
4°С. После инкубации производили 2-х кратную от-
мывку клеток раствором PBS.

Вторичные поликлональные антитела от Abcam,
Великобритания: ослиные, специфичные к мыши,
Alexa Fluor 488 (ab150117); ослиные, специфичные к
кролику, Alexa Fluor 555 (ab150077) и козьи, специ-
фичные к курице Alexa Fluor 647 (ab150171), а также
ослиные, специфичные к козе, Alexa Fluor 488
(A11055; Life Technologies, США). Антитела исполь-
зовали в разведении 1 : 500, время инкубации состав-
ляло 2 ч при 37°С.

Микроскопию клеток осуществляли на флуорес-
центном микроскопе ZOE (Bio-Rad, США). Нали-
чие изучаемых маркеров изучали в клетках эндоте-
лия (ZO1-позитивные), нейронах (NeuN-позитив-
ные) и астроцитах (GFAP-позитивные). Каждый
эксперимент проводили в 6 повторностях. В каждой
экспериментальной лунке не менее, чем в пяти по-
лях зрения, считали долю клеток (%) нейрональной,
астроглиальной и эндотелиальной природы, несу-
щих целевые молекулы .

Статистический анализ. Статистический анализ
полученных результатов проводили с помощью про-
грамм GraphPad Prizm 8.0.1 (версия 8.0, США) и
Stаtplus Professional (AnalystSoft Inc, США), сборка
5.9.8.5/Core v.5.9.33 и GraphPad 6.0 (США). Для
оценки нормальности распределения использовали
критерий Колмoгорова−Смирнова. При отсутствии
условий нормальности распределения для сравне-
ния выборок применяли U-критерий Манна–Уит-
ни. Различия принимали значимыми при P ≤ 0.05.
Результаты представлены в виде средних значений
M и их стандартных отклонений SD.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Мы обнаружили, что у животных с эксперимен-

тальной БА регистрируется значимое (Р < 0.05) уве-
личение числа Cx43-позитивных клеток нейрональ-
ной, астроглиальной и эндотелиальной природы по
сравнению с контрольной группой (табл. 1). Так, аб-
солютное число нейронов гиппокампа, несущих
Cx43, у мышей с моделью БА оказалось выше почти
в 2 раза, чем у контрольных животных, а число Cx43-
позитивных астроцитов – выше в 2.5 раза. Также за-
регистрировано значимое увеличение числа эндоте-
лиоцитов, несущих Cx43, у животных с БА (табл. 1).

Выявленное однонаправленное увеличение чис-
ла Cx43-позитивных клеток может являться результа-
том подавления метаболической активности клеток
нейроваскулярной единицы (гликолиза, митохондри-
альной дисфункции), а также быть проявлением ней-
ровоспаления в участках аккумуляции Аβ, вызванного
активированными астроцитами.

Далее мы провели иммуноцитохимическое ис-
следование содержания Cx43 в астроцитах и изуче-
ние проницаемости коннексиновых полуканалов в
астроцитах в условиях in vitro с использованием кра-
сителя LY. При исследовании содержания Cx43 в
астроцитах нами установлено, что число коннекси-
новых полуканалов в астроцитах при культивировании
в присутствии Aβ статистически значимо возрастает по
сравнению с контрольной группой (Р ≤ 0.05, рис. 1а).
При этом средняя площадь коннексиновых полука-
налов в астроцитах экспериментальной группы ока-
залась в 1.5 раза меньше, чем в интактных астроци-
тах (Р ≤ 0.05, рис. 1б).

Для оценки Cx43-опосредованной проницаемо-
сти астроцитов в культуральную среду вносили флу-
оресцентный краситель LY и через 24 ч оценивали
интенсивность флуоресценции красителя в астро-
цитах. Известно, что захват этого флуоресцентного
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красителя из внеклеточного пространства в Cx43+-
клетках опосредуется именно активностью Cx43-по-
луканалов (Lagos-Cabré et al., 2018). В результате ис-
следования нами было выявлено, что в астроцитах,
культивированных в присутствии Aβ, интенсив-
ность флуоресценции красителя LY была в 1.5 раза
выше, чем в интактных астроцитах (Р ≤ 0.05, рис. 2).

Таким образом, астроциты гиппокампа демон-
стрируют увеличение числа Cx43 в ответ на токсиче-
ское действие Aβ in vitro, причем проницаемость
этих полуканалов значимо увеличивается. С учетом
данных о том, что метаболическое повреждение аст-
роцитов вызывает активацию Cx43-полуканалов,
эти данные могут быть интерпретированы и как до-
казательство нарушения процессов продукции
энергии в аффектированных астроцитах в результате
развития митохондриальной дисфункции, и как
свидетельство их активации, необходимой для раз-
вития нейровоспаления.

Далее нами исследовано число CD38-позитив-
ных клеток в гиппокампе животных с эксперимен-
тальной БА, т.е. клеток, несущих молекулу, потен-
циально сопряженную (в функциональном аспекте)
с Cx43. В результате, было выявлено статистически
значимое снижение CD38+-нейронов в гиппокампе
головного мозга животных после интрагиппокам-
пального введения Аβ по сравнению с ложно-опери-
рованными животными (Р ≤ 0.05, табл. 2). В клетках
эндотелиальной природы, напротив, отмечали дву-
кратное увеличение числа CD38+-клеток в группе с
экспериментальной БА относительно группы кон-
троля (Р ≤ 0.05, табл. 1). Однако не было выявлено
статистически значимых отличий при сравнении
количества CD38+-астроцитов в гиппокампе живот-
ных контрольной и экспериментальной групп.

Причиной увеличения числа CD38-позитивных
клеток может быть их повреждение, а также дис-
функция митохондрий, косвенным подтверждением
чего является увеличение содержания Cx43 как мар-
кера метаболического ингибирования. Ранее было
показано, что повреждение митохондрий вызывает
открытие мегаканалов (MPT) в местах контакта их

внутренней и внешней мембран, что вызывает вы-
свобождение в цитозоль НАД+ (выступающего в ка-
честве субстрата для CD38) и белков с проапоптоти-
ческой активностью (Alano et al., 2007). В этом кон-
тексте вполне объяснимо, почему астроциты не
демонстрируют значимого увеличения содержания
CD38 in vivo:

1) астроциты являются более устойчивыми к по-
вреждению в силу того, что максимально экипиро-
ваны ферментами гликолиза и могут продуцировать
АТФ даже при значимом подавлении активности
митохондрий; 2) они имеют минимальное количе-
ство митохондрий по сравнению с нейронами и эн-
дотелиоцитами, что позволяет им избегать выражен-
ного окислительного стресса; 3) они имеют высокую
концентрацию НАД+, причем преимущественно в
цитозоле, тогда как нейроны и эндотелиоциты име-
ют меньшие уровни НАД+, который, в основном, ак-
кумулируется в митохондриях; 4) они имеют высо-
кий уровень содержания Cx43 и могут благодаря это-
му регулировать биодоступность НАД+ для других
астроцитов в составе астроглиального синцития (Al-
ano et al., 2007).

Далее мы проверили, насколько это справедливо
для клеток НВЕ головного мозга при токсическом

Таблица 1. Число Cx43- и CD38-позитивных клеток на
срезах гиппокампа мышей контрольных и с эксперимен-
тальной БА

Условия
Число клеток, ед. (М ± SD)

нейроны астроциты эндотелиоциты

Cx43+

Контроль 6.81 ± 1.22 2.94 ± 0.39 6.63 ± 1.05
БА 11.27 ± 1.41 7.36 ± 0.76 8.25 ± 0.93

(Р = 0.0018) (Р ≤ 0.0001) (Р = 0.0361)
CD38+

Контроль 8.6 ± 0.84 8.73 ± 0.89 4.2 ± 1.8
БА 4.75 ± 0.42 8.11 ± 0.81 7.1 ± 0.46

(Р = 0.0003) (Р = 0.0361)

Рис. 1. Содержание Cx43 в астроцитах in vitro в физиологических условиях в контроле и в присутствии Aβ (100 нМ). а – Число
коннексиновых полуканалов, б – средняя площадь сигнала флуоресценции.
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действии Aβ in vitro. Мы оценили количество Cx43-
позитивных и CD38-позитивных клеток эндотелия,
нейронов и астроцитов, культивируемых совместно
в течение 24 и 48 ч в статической модели ГЭБ in vitro
в присутствии и в отсутствие Аβ.

Так, при культивировании клеток ГЭБ в присут-
ствии Aβ через 24 ч было выявлено статистически
значимое увеличение количества CD38-позитивных
эндотелиоцитов, которое сохранялось в течение 48 ч
культивирования (Р ≤ 0.05, рис. 3а). К этому же вре-
мени (48 ч) было зафиксировано и статистически
значимое увеличение в присутствии Aβ количества
астроцитов и нейронов, несущих CD38 (Р ≤ 0.05,
рис. 3б, в).

При анализе количества Cx43-позитивных кле-
ток в составе ГЭБ при культивировании в присут-
ствии Aβ было выявлено статистически значимое уве-
личение числа Cx43+-астроцитов (Р ≤ 0.05, рис. 4б), ко-
торое сохранялось на протяжении всего времени
наблюдения (24 и 48 ч). Также было зафиксировано
увеличение количества Cx43+-эндотелиоцитов и ней-
ронов (48 ч культивирования с Aβ) (Р ≤ 0.05, рис. 4а, в).

Таким образом, нами выявлено, что токсическое
действие Aβ in vitro приводит к значительному уве-
личению количества Cx43-позитивных и CD38-по-
зитивных клеток в составе модели ГЭБ. Это соответ-
ствует изменениям, зарегистрированным нами при
исследовании действия Aβ in vivo.

Между тем известно, что выраженное увеличение
экспрессии CD38 в клетках может приводить к значи-
тельному истощению уровня НАД+ (Camacho-Pereira et
al., 2016), поэтому увеличение количества CD38-имму-
нопозитивных нейронов и эндотелиоцитов способно
усугублять последствия митохондриальной дисфунк-
ции и активировать механизмы клеточной гибели.
Снижение уровня НАД+ может быть одной из причин
возрастных дисфункций, оказывающих влияние на
процесс развития болезни Альцгеймера (Lautrup et al.,
2019). Отмечается, что процесс старения сопровожда-
ется увеличением экспрессии в клетках CD38, контро-

лирующего уровень НАД+ (Chini, 2009). Известно, что
у мышей экспрессия и активность CD38 увеличивают-
ся во время старения, а CD38 вносит значительный
вклад в связанное с возрастом истощение НАД+ и ми-
тохондриальную дисфункцию, по крайней мере ча-
стично за счет ингибирования активности НАД+-зави-
симых сиртуинов (гистоновых деацетилаз) (Camacho-
Pereira et al, 2016). Нокдаун CD38 у мышей линии
APP/PS1 уменьшает аккумуляцию Aβ и уровни раство-
римого Aβ, а также восстанавливает пространственное
обучение, возможно, за счет повышения уровня НАД+

в мозге (Blacher et al., 2015). Выявлено (Camacho-Pereira
et al., 2016), что экспрессия и активность CD38 при
нейродегенеративных заболеваниях возрастают, что
является первым косвенным доказательством участия
CD38 в нейродегенерации и нейровоспалении.

С другой стороны, в экспериментальной модели
гипоксии на клеточных культурах доказано, что
CD38 участвует в переносе митохондрий от астроци-
тов к нейронам после инсульта (Hayakawa et al.,
2016), что позволяет рассматривать CD38-экспрес-
сирующие астроциты в качестве клеток-доноров ми-
тохондрий для нейронов и эндотелиоцитов при ней-
родегенерации, индуцированной токсическим дей-
ствием Aβ.

Также известно, что содержание Cx43 увеличива-
ется в астроцитах, окружающих амилоидные бляш-
ки, как в головном мозге пациентов с БА (Nagy et al.,
1996), так и в головном мозге мышей с генетической
моделью БА линии APP/PS1 (Yi et al., 2016), тем са-
мым способствуя снижению жизнеспособности
нейронов и развитию синаптической дисфункции. В
культуре клеток Aβ не только запускает активацию
Cx43-полуканалов, но и глиальных глутаматных и пу-
ринергических рецепторов; последние, в свою оче-
редь, высвобождают АТФ и глутамат, что способствует
повреждению и гибели нейронов (Koulakoff et al.,
2012). Кроме того, Cx43-опосредованное высвобож-
дение АТФ, зарегистрированное у мышей линии
APP/PS1, провоцирует дальнейшее прогрессирова-
ние нейродегенерации (Delekate et al., 2014). Инте-
ресно, что уменьшение уровня содержания Cx43 или
его фармакологическое ингибирование у мышей ли-
нии APP/PS1 приводит к выраженному снижению
дистрофических изменений нейритов, уменьшению
митохондриального окислительного стресса, а так-
же препятствует прогрессированию когнитивных
нарушений на фоне отсутствия видимого уменьше-
ния отложения Аβ в головном мозге (Ren et al., 2018).

С другой стороны, ряд исследований показывает, что
Cx43 обладает нейропротекторным эффектом (Kozoriz et
al., 2010a; Le et al., 2013). Согласно недавно полученным
данным (Kajiwara et al., 2018), экспрессия Cx43 при акку-
муляции Аβ в ткани головного мозга защищает клетки от
альтерации. В этом контексте важно отметить, что Cx43
экспрессируется и на мембранах митохондрий, что было
убедительно показано для клеток миокарда (Rodríguez-
Sinovas et al., 2018), жировой ткани (Kim et al., 2017) и аст-
роцитов (Kozoriz et al., 2010b). Выяснение, насколько

Рис. 2. Интенсивность захвата красителя Lucifer Yellow
астроцитами из среды культивирования in vitro в кон-
трольных условиях и в присутствии 100 нМ Aβ. ИФ – ин-
тенсивность флуоресценции.
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Рис. 3. Количество CD38-позитивных клеток в модели ГЭБ in vitro при культивировании в контрольных условиях и в присут-
ствии 100 нМ Aβ. а – Эндотелиоциты, б – астроциты, в – нейроны.
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Рис. 4. Количество Cx43-позитивных клеток в модели ГЭБ in vitro при культивировании в контрольных условиях и в присут-
ствии 100 нМ Aβ. а – Эндотелиоциты, б – астроциты, в – нейроны.
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митохондриальная локализация Cx43 актуальна для кле-
ток НВЕ при экспериментальной БА, требует дальней-
шего экспериментального исследования.

Таким образом, белки CD38 и Cx43 можно рас-
сматривать в качестве перспективных мишеней для
фармакологической модуляции при нейродегенера-
ции, в том числе альцгеймеровского типа.
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Changes in the Number of CD38 and Cx43-Immunopositive Cells in the Neurovascular 
Unit of the Brain in Experimental Alzheimer’s Disease

E. D. Khilazhevaa, *, A. I. Mosiaginaa, A. V. Morguna, N. A. Malinovskayaa, Ya. V. Gorinaa, 
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It is known that mitochondrial dysfunction can be a trigger or a concomitant mechanism in the development of Alz-
heimer’s disease. It is also known that the restoration of intracellular mitochondrial activity of neurons and cerebral
endotheliocytes is possible due to the transfer of intact mitochondria from other brain cells, in particular, astrocytes,
and this transfer of mitochondria is mediated by the CD38 protein and functionally associated with it Cx43, which
makes these proteins promising for study both in relation to the study of the mechanisms of development of neuro-
degeneration, and in relation to the possible modulation of their activity for the correction of neurological deficits.
The aim of this work was to study changes in the number of CD38 and Cx43-immunopositive cells in the neurovas-
cular unit and the blood-brain barrier of the brain in experimental Alzheimer’s disease. We have shown that the toxic
effect of beta-amyloid leads to a significant increase in the number of CD38- and Cx43-positive cells both in the
hippocampus of animals in an in vivo experiment and as part of an in vitro blood-brain barrier model. We also
showed that the cultivation of isolated astrocytes in the presence of beta-amyloid leads to an increase in the content
of Cx43 in cells, and the permeability of these half-channels significantly increases.
Keywords: astrocytes, neurons, endotheliocytes, Alzheimer’s disease, mitochondria, CD38, Cx43
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Тесная пространственная взаимосвязь клеток глии (астроглии и микроглии) с амилоидными бляшками
является одним из гистопатологических проявлений болезни Альцгеймера. Цель работы состояла в разра-
ботке простого и информативного метода для одновременного выявления амилоидных бляшек и клеток
глии, основанного на сочетании гистохимического метода выявления амилоида и нефлуоресцентных им-
муногистохимических методов выявления глиальных клеток. Материалом для исследования служили об-
разцы коры головного мозга пожилых людей (n = 8) и образцы головного мозга трансгенных мышей линии
5×FAD (n = 6). Суть предложенного методического подхода состоит в постановке иммуногистохимиче-
ской реакции на маркерный белок микроглии или астроглии с последующим окрашиванием срезов фта-
лоцианиновым красителем альциановым синим. Предложенный подход характеризуется простотой и хо-
рошей воспроизводимостью, позволяя выявлять ассоциацию клеток глии с амилоидными бляшками. Бы-
ло отмечено, что постановка иммуногистохимической реакции на кальций-связывающий белок Iba-1
(маркер микроглии) и глиальный фибриллярный кислый белок GFAP (маркер астроглии) позволяет наи-
более эффективно идентифицировать микроглиоциты и астроциты соответственно, а также подходит для
оценки функционального статуса этих клеток. Последующая подкраска срезов альциановым синим по от-
работанному протоколу позволяет получить высокую интенсивность окраски амилоида, делая амилоид-
ные бляшки хорошо различимыми. По сравнению с альтернативной методикой одновременного выявле-
ния клеток глии и амилоидных бляшек, предполагающей постановку двойной иммунофлуоресцентной
реакции, разработанный метод прост в реализации и требует наличия только светового микроскопа, что
делает его доступным большинству научно-исследовательских и клинико-диагностических лабораторий.

Ключевые слова: амилоидные бляшки, астроциты, микроглия, иммуногистохимия, болезнь Альцгеймера
DOI: 10.31857/S0041377121060092

Селективная идентификация глиальных клеток –
астроцитов и микроглиоцитов – затруднительна при
использовании классических методов гистологиче-
ской окраски. Использование современных имму-
ногистохимических методик позволяет достаточно
полно выявлять эти клеточные популяции и дает
возможность оценить их функциональное состоя-
ние при моделировании патологических процессов.
Одним из интенсивно исследуемых патологических
процессов является болезнь Альцгеймера (БА) – про-
грессирующее нейродегенеративное заболевание, ко-
торое сопровождается снижением когнитивных функ-
ций и потерей памяти (Mucke, 2009; Acosta et al., 2017).
Основными гистопатологическими признаками, ре-
гистрируемыми в головном мозге при развитии БА,
являются внутриклеточные нейрофибриллярные
клубки, состоящие из гиперфосфорилированного

тау-белка, и амилоидные бляшки, представляющие
собой внеклеточные отложения бета-амилоидных
фибрилл (Acosta et al., 2017). Механизм формирова-
ния амилоидных отложений, участие глиальных
клеток в формировании амилоидных бляшек и по-
тенциальные возможности резорбции амилоида яв-
ляются актуальными направлениями в изучении
данного заболевания, для анализа патогенеза кото-
рого разработаны и используются различные экспе-
риментальные модели (Stepanichev et al., 2006; Chu-
masov et al., 2012; LaFerla, Green, 2012).

В последнее время все более очевидной становит-
ся ключевая роль глии в развитии и прогрессирова-
нии БА. При этом представления о функциях клеток
глии при развитии БА продолжают оставаться про-
тиворечивыми (Olabarria et al., 2010; Condello et al.,
2015; Kelly et al., 2018; Habib et al., 2020). Многими ис-
следователями отмечается тесная пространственная
взаимосвязь клеток астроглии и микроглии с амило-
идными бляшками при БА (Rodríguez-Arellano et al.,

Принятые сокращения: БА – болезнь Альцгеймера; GFAP –
глиальный фибриллярный кислый белок.

УДК 577.29
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2016; Ferrer, 2017; Hansen et al., 2018; Verkhratsky et al.,
2019). Для визуализации такого рода взаимосвязи
обычно применяется метод двойного иммунофлуо-
ресцентного маркирования в сочетании с конфо-
кальной микроскопией. Однако, эта методика слож-
на для использования в масштабных скрининговых
исследованиях и не всегда удобна для проведения
микроанатомического анализа. В связи с этим, акту-
альным представляется разработка более простой и
доступной методики, позволяющей эффективно ви-
зуализировать амилоидные бляшки и глиальные
клетки головного мозга.

Целью работы стала разработка простого и ин-
формативного метода для одновременного выявления
амилоидных бляшек и клеток глии, основанного на
сочетании гистохимического метода выявления ами-
лоида и нефлуоресцентных иммуногистохимических
методов выявления глиальных клеток.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Исследования проводили с использованием срезов
коры головного мозга людей обоих полов (79–98 лет,
n = 8) и срезов головного мозга трансгенных мышей
линии 5×FAD (самцов и самок, n = 6) в возрасте
8 мес. Материал получен из архива Отдела общей и
частной морфологии ФГБНУ “ИЭМ”. Все исследо-
вания проведены в полном соответствии с этически-
ми принципами и правилами Европейской Конвен-
ции ЕТ/S 129 (1986) и директивами 2010/63/EU, а
также в соответствии с заключениями локального
этического комитета № 58-9/1-654 от 11.12.2009 г и
№ 3/18 от 22.11.2018 г.

Линия 5×FAD (5 Familiar Alzheimer’s Disease,
MMRC, #34840) является общепринятой моделью
наследственной формы БА и представляет собой ли-
нию трансгенных мышей с пятью мутациями: три в
генах APP-белка (Swedish (K670N/M671L), Florida
(I716V), London (V717I)) и две в генах пресенилина 1
(M146L, L286V). Эта линия воспроизводит основ-

ные признаки амилоидоза, характерного для БА.
Патологический фенотип включает образование
амилоидных бляшек в коре, гиппокампе и стриатуме
головного мозга, начиная с 2-х месячного возраста, а
также глиоз, нейродегенерацию, нарушения памяти
(Oakley et al., 2006).

Образцы коры головного мозга человека были за-
фиксированы в 10%-ном формалине. Образцы го-
ловного мозга мышей 5×FAD были зафиксированы
в цинк-этанол-формальдегиде (Korzhevskii et al.,
2015) и после стандартной гистологической провод-
ки были залиты в парафин по описанной ранее ме-
тодике (Носова и др., 2021). С парафиновых блоков
изготавливали срезы толщиной 10 мкм, которые на-
клеивали на предметные стекла с адгезивным по-
крытием (Thermo Fisher Scientific, США) и высуши-
вали в термостате при 37°С в течение 48 ч.

Для скрининга архивных образцов головного
мозга животных и человека на наличие/отсутствие
амилоида использовали краситель Конго красный и
кроличьи поликлональные OC-антитела к конфор-
мационным эпитопам амилоидных фибрилл (Sigma-
Aldrich, США).

В табл. 1 приведен перечень первичных антител,
использованных в исследовании.

В качестве вторичных реагентов в случае исполь-
зования кроличьих первичных антител применяли
набор Reveal Polyvalent HRP DAB Detection System
(Spring Bioscience, США). В случае использования
мышиных моноклональных антител против GFAP,
которые были применены только при исследовании
коры головного мозга человека, в качестве вторич-
ных реагентов использовали набор MACH2 Univer-
sal HRP Polymer Kit for mouse or rabbit (Biocare Med-
ical, США).

Разработанный протокол окраски препаратов:
1. Срезы депарафинировать в ксилолах и регидра-

тировать в спиртах стандартным способом.

Таблица 1. Перечень использованных первичных антител

Антитела Фирма, страна Использованное 
разведение Выявляемые клетки/структуры

1. Кроличьи поликлональные антитела про-
тив глиального фибриллярного кислого 
белка, GFAP

Agilent, США Ready-to-use (разведе-
ние производителя)

Астроциты (в тканях головного 
мозга мыши)

2. Мышиные моноклональные (клон GA5) 
антитела против GFAP

Monosan, 
Нидерланды

Ready-to-use (разведе-
ние производителя)

Астроциты (в тканях головного 
мозга человека)

3. Кроличьи поликлональные антитела про-
тив белка S100beta

Agilent, США 1 : 900 Астроциты

4. Кроличьи поликлональные антитела про-
тив Iba-1

Biocare medical, 
США

1 : 900 Микроглия

5. Кроличьи поликлональные антитела про-
тив глутамат-декарбоксилазы, GAD67

Spring Biosci-
ence, США

1 : 300 ГАМК-ергические интернейроны
Астроциты (?)
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2. Промыть препараты в дистиллированной воде
в течение 5 мин.

3. Поместить препараты в предварительно нагре-
тый до 60°С модифицированный цитратный буфер
S1700 (Agilent, США) и нагревать в пароварке в тече-
ние 23 мин.

4. Остывшие предметные стекла со срезами про-
мыть в дистиллированной воде (5 мин) и поместить
в 3%-ный раствор перекиси водорода на 10 мин (для
блокировки активности эндогенной пероксидазы).

5. Последовательно промыть препараты в дистил-
лированной воде (5 мин) и 0.01 М фосфатно-соле-
вом буферном растворе (PBS, 5 мин).

6. Нанести на срезы блокировочный раствор Pro-
tein Block (Spring Bioscience, США) и инкубировать
10 мин при комнатной температуре.

7. Удалить блокировочный раствор со срезов и, не
промывая препараты, нанести на них раствор первич-
ных антител в необходимом разведении (см. табл. 1).
Препараты поместить во влажные камеры и оставить в
термостате при температуре 27.5°С на 18 ч.

8. Удалить со срезов раствор первичных антител и
промыть препараты в PBS в течение 10 мин.

9. Нанести на срезы раствор вторичных антител,
конъюгированных с пероксидазой хрена, поместить
препараты во влажные камеры и инкубировать при
температуре 27.5°С в течение 25 мин.

10. Удалить со срезов раствор вторичных антител
и последовательно промыть препараты в PBS
(5 мин) и дистиллированной воде (5 мин).

11. Нанести на срезы рабочий раствор 3,3'-диами-
нобензидина из набора DAB+ (Agilent, США). Кон-
тролируя процесс образования коричневого продукта
иммуногистохимической реакции под микроскопом,
остановить реакцию в момент достижения оптималь-
ного соотношения сигнал/фон, удалив раствор DAB со
срезов и промыв препараты в двух сменах дистиллиро-
ванной воды (по 5 мин каждая).

12. Нанести на срезы раствор красителя альциа-
нового синего (BioVitrum, Россия) и инкубировать
препараты во влажных камерах в термостате при
температуре 40°С в течение 40 мин.

13. Удалив раствор красителя со срезов, промыть
препараты в дистиллированной воде (5 мин), обез-
водить и просветлить в спиртах и ксилолах по стан-
дартной схеме и заключить в перманентную среду
Cytoseal 60 (Thermo Fisher Scientific, США).

Полученные препараты анализировали с помо-
щью светового микроскопа Leica DM750 (Германия)
и фотографировали с использованием фотокамеры
ICC50 (Leica, Германия). Анализ полученных изоб-
ражений проводили в компьютерной программе
LAS EZ (Leica, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Результаты применения разработанного прото-
кола представлены на рис. 1–4.

Во всех исследованных образцах головного мозга
5×FAD мышей нами были выявлены скопления
амилоида, окрашенные альциановым синим в насы-
щенный синий цвет (рис. 1–4). Полученная при ис-
пользовании предложенного протокола интенсив-
ность окраски амилоида позволяет легко визуализи-
ровать бляшки, которые четко выявляются на фоне
других структур (рис. 1–4). Мы не обнаружили мор-
фологических различий между амилоидными бляш-
ками, локализованными в разных отделах головного
мозга 5×FAD мышей. Все выявленные бляшки ха-
рактеризовались интенсивной окраской и выгляде-
ли как компактные образования округлой формы с
волокнистой структурой.

Метод одновременного выявления амилоидных
бляшек и микроглии. Постановка иммуногистохими-
ческой реакции на Iba-1 с последующей подкраской
срезов альциановым синим позволяет одновремен-
но выявлять микроглиоциты и амилоидные бляшки
в коре и гиппокампе 5×FAD мышей (рис. 1). При
анализе препаратов была отмечена пространствен-
ная ассоциация Iba-1-иммунопозитивных клеток
микроглии со скоплениями амилоида, окрашенны-
ми альциановым синим (рис. 1). Клетки микроглии,
окружающие амилоидные бляшки, характеризова-
лись наличием признаков активации, среди которых
увеличение размеров тел, укорочение и утолщение от-
ростков. Было отмечено, что отростки активирован-
ных микроглиоцитов тянутся в направлении амилоид-
ных бляшек и окружают их по периферии, формируя
крупные, темноокрашенные расширения на концах
(рис. 1). Микроглия вне амилоидных бляшек имела
нормальную разветвленную морфологию.

Метод одновременного выявления амилоидных
бляшек и астроцитов с применением антител против
GFAP. При использовании антител против GFAP с
последующей подкраской срезов альциановым си-
ним иммунопозитивные клетки с морфологией аст-
роцитов и амилоидные бляшки, окрашенные в си-
ний цвет альциановым синим, были идентифициро-
ваны на всех проанализированных препаратах (рис.
2а–г). Одновременное окрашивание этих структур
позволило выявить пространственную ассоциацию
GFAP-иммунопозитивных отростков астроцитов с
амилоидными бляшками. На концах отростков,
контактирующих с бляшками, часто присутствуют
небольшие GFAP-иммунопозитивные утолщения,
локализованные по периферии амилоидного скоп-
ления (рис. 2б, г). Вблизи некоторых амилоидных
бляшек обнаруживались тела астроцитов. Было от-
мечено присутствие морфологических признаков
реактивной активации астроцитов, среди которых
увеличение размеров тел и утолщение отростков
(рис. 2б, г).

Аналогичные результаты были получены при
применении метода GFAP/альциановый синий для
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окраски срезов головного мозга человека (рис. 3).
Интересно, что в данном случае ассоциация активи-
рованных астроцитов с амилоидными бляшками
имела более выраженный характер по сравнению с
препаратами головного мозга 5×FAD мышей. В коре
головного мозга человека на малом увеличении мик-
роскопа (×10) четко просматривается характерная
“пятнистость”, обусловленная концентрированием
GFAP-иммунопозитивных астроцитов вокруг скоп-
лений амилоида (рис. 3а). Астроциты, окружающие
амилоидные скопления, характеризуются выражен-
ной гипертрофией тел и отростков и высокоинтен-
сивной реакцией на GFAP (рис. 3б–г). В области
амилоидных бляшек наблюдается высокая плотность
GFAP-иммунопозитивных отростков астроцитов, в
то время как в участках ткани между амилоидными
бляшками плотность GFAP-иммунопозитивных эле-
ментов визуально ниже. Это и создает эффект “пят-
нистости”, наблюдаемый на препаратах коры голов-
ного мозга человека после использования метода
GFAP/альциановый синий. Ранее нами было отмече-
но, что постановка иммуногистохимической реакции
на GFAP может быть использована для предваритель-
ного анализа имеющихся образцов головного мозга
человека на наличие или отсутствие амилоидных
скоплений (Guselnikova et al., 2019).

Метод одновременного выявления амилоидных
бляшек и астроцитов с применением антител против
S100beta. Для одновременного выявления астроци-
тов и амилоидных бляшек также может быть исполь-
зована иммуногистохимическая реакция на белок
S100beta с последующей подкраской срезов альциа-
новым синим. Результаты применения этой методики
представлены на рис. 4а, б. В этом случае выявляются
астроциты с признаками активации, ассоциирован-
ные с амилоидными бляшками. Активированные аст-
роциты располагаются по периферии скоплений
амилоида и характеризуются высоким уровнем экс-
прессии белка S100beta. При этом контуры S100beta-
иммунопозитивных тел и отростков астроцитов
очерчены нечетко, ветвление отростков плохо про-
слеживается.

В случае использования антител против S100beta
на срезах присутствует небольшое фоновое окраши-
вание ткани, из-за которого скопления амилоида
приобретают более бирюзовый оттенок (рис. 4а, б).
Интенсивность окраски при этом не снижается, что
позволяет легко идентифицировать амилоидные
бляшки, в том числе на малом увеличении микро-
скопа.

Метод одновременного выявления амилоидных
бляшек и GAD67-иммунопозитивных структур. При

Рис. 1. Одновременное выявление амилоидных бляшек и микроглии в коре (а, б) и гиппокампе (в, г) головного мозга 5×FAD
мышей. Рамкой на фрагменте в обозначена зона, которая показана на фрагменте г при большем увеличении. Иммуногисто-
химическая реакция на Iba-1 с подкраской альциановым синим. Масштабный отрезок равен 50 мкм (а, в) и 20 мкм (б, г).
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использовании антител против GAD67 интенсивная
реакция на этот белок была выявлена в исследован-
ных отделах мозга 5×FAD мышей (рис. 4в, г). При
этом, ни в одном из исследованных случаев нами не
было обнаружено иммуноокрашивания отростчатых
клеток, которые могли бы быть идентифицированы
как астроциты. Продукт иммуногистохимической ре-
акции на GAD67 был распределен в пределах среза в
виде мелких дискретных скоплений с концентрирова-
нием вокруг сомы нейронов (рис. 4в, г). Нами не было
выявлено пространственной ассоциации GAD67-им-
мунопозитивных структур с амилоидными бляшками.

ОБСУЖДЕНИЕ

Активация клеток глии (астроглии и микроглии) яв-
ляется важным нейрогистологическим признаком БА
(Orellana et al., 2011; Verkhratsky et al., 2016; Hansen et al.,
2018). Многочисленными исследователями было от-
мечено присутствие активированных астроцитов и
микроглиоцитов в непосредственной близости от
скоплений амилоида, представляющих собой внекле-
точные агрегаты нерастворимых белковых фибрилл
(Condello et al., 2015; Garwood et al., 2017; Tzioras et al.,
2019; Katsouri et al., 2020). Изучение этой простран-
ственной ассоциации является целью многочислен-

ных нейробиологических исследований, что актуа-
лизирует проблему поиска новых способов для ее
визуализации. В рамках проведенного исследования
нами был предложен новый методический подход,
позволяющий одновременно выявлять клетки глии
и амилоидные скопления с применением только
световой микроскопии. Данный подход заключается
в иммуногистохимическом выявлении одного из
маркерных белков глиальных клеток с последующей
подкраской срезов гистохимическим красителем
альциановым синим.

Способность альцианового синего окрашивать
скопления амилоида известна давно (Pomerance et al.,
1976). Молекулы этого красителя способны взаимо-
действовать с полианионами кислых гликозамингли-
канов, которые вовлечены в процесс агрегации бета-
амилоида в нерастворимые фибриллы (Snow et al.,
1987). В результате этого взаимодействия в местах
присутствия амилоидных фибрилл при реакции с
альциановым синим происходит формирование си-
него осадка (Snow et al., 1994). Ранее нами была про-
демонстрирована эффективность использования
альцианового синего для выявления амилоидных
бляшек в коре головного мозга человека (Guselniko-
va et al., 2019).

Рис. 2. Одновременное выявление скоплений амилоида и астроцитарного белка промежуточных филаментов GFAP в коре (а,
б) и гиппокампе (в, г) мозга мышей линии 5×FAD. Иммуногистохимическая реакция на GFAP с подкраской альциановым
синим. Масштабный отрезок равен 50 мкм (а, в) и 20 мкм (б, г).
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В рамках представленной работы нами был отра-
ботан оптимальный режим обработки препаратов
альциановым синим, который позволил получить
высокую интенсивность окраски амилоидных бля-
шек, делая их хорошо различимыми. Возможно, на-
блюдаемая высокая интенсивность окраски амилои-
да альциановым синим связана с предварительным
проведением процедуры тепловой обработки срезов
в цитратном буфере. Эта процедура направлена на
восстановление нативной структуры белка, изме-
ненной в результате коагуляции белков и образова-
ния перекрестных сшивок при воздействии альде-
гидных фиксаторов. Конформационные изменения,
которые претерпевают тканевые антигены в процес-
се фиксации, во многих случаях приводят к маски-
ровке антигенных детерминант, с которыми должны

взаимодействовать антитела. Восстановить антиген-
ные детерминанты, которые были изменены при
взаимодействии с формальдегидом, позволяет теп-
ловое демаскирование – высокотемпературная об-
работка срезов в водных буферных растворах (Кор-
жевский и др., 2014). Вероятно, такая обработка ока-
зывает влияние также на конформацию амилоидных
фибрилл, делая их более доступными для взаимо-
действия с красителем.

Согласно результатам проведенных нами иссле-
дований, для одновременного выявления амилоид-
ных бляшек и микроглии может быть рекомендова-
но использование методики Iba-1/альциановый си-
ний. Кальций-связывающий белок Iba-1 (от англ.
Iionized calcium-binding adapter molecule 1) является
на сегодняшний день наиболее широко используе-

Рис. 3. Одновременное выявление скоплений амилоида и астроцитарного белка промежуточных филаментов GFAP в коре
головного мозга человека. Иммуногистохимическая реакция на GFAP с подкраской альциановым синим. Масштабный от-
резок равен 200 мкм (а) и 50 мкм (б–г).
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мым маркерным белком микроглиальных клеток.
Показано, что Iba-1 играет роль в сшивании актино-
вых филаментов и регуляции конфигурации плазма-
тической мембраны клеток микроглии, позволяя
изучать сложную организацию отростков этих кле-
ток (Alekseeva et al., 2019). Окраска микроглии после
постановки иммуногистохимической реакции на
Iba-1 характеризуется высокой интенсивностью,
позволяя легко идентифицировать эту клеточную
популяцию. Присутствие Iba-1 в теле и отростках
как покоящейся (рамифицированной), так и акти-
вированной (амебоидной) микроглии делает этот
белок удобным маркером для проведения морфо-
функциональных исследований (Kirik et al., 2011;
Hopperton et al., 2018). Отсутствие фонового окра-
шивания ткани обеспечивает высокую контраст-
ность выявления амилоидных бляшек, окрашенных
альциановым синим.

Применение методики Iba-1/альциановый синий
позволило визуализировать пространственную вза-
имосвязь активированной микроглии с амилоид-
ными бляшками в коре и гиппокампе мышей ли-
нии 5×AD. Функциональное значение ассоциации
микроглии с амилоидными бляшками остается в на-
стоящее время предметом дискуссий. С одной сто-
роны, показано, что бета-амилоид постоянно акти-
вирует микроглию, что приводит к выработке этими
клетками провоспалительных медиаторов, потенци-
ально токсичных для нейронов (Halle et al., 2008). С
другой стороны, недавние данные свидетельствуют
о том, что микроглия может выполнять протектор-
ную функцию, формируя своеобразный защитный
барьер вокруг амилоидных отложений. Так, полага-
ют, что микроглиоциты способны поглощать и ути-
лизировать растворимые формы бета-амилоида, фа-
гоцитировать нерастворимые фибриллярные отло-

Рис. 4. Одновременное выявление амилоидных бляшек/S100beta-иммунопозитивных астроцитов (а, б) и амилоидных бля-
шек/GAD67-иммунопозитивных структур в головном мозге мышей линии 5×FAD. Иммуногистохимическая реакция на бе-
лок S100beta (а, б) и GAD67 (в, г) с подкраской альциановым синим. а, б, г – Зубчатая фасция гиппокампа, в – участок коры
головного мозга. Масштабный отрезок равен 50 мкм (а) и 20 мкм (б–г).

S100b + Альциановый синий

a б

в г

GAD67 + Альциановый синий
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жения, уплотнять протофибриллярные формы бета-
амилоида в центральный кор бляшки, уменьшая та-
ким образом количество олигомерного бета-амило-
ида, который оказывает наибольшее токсическое
воздействие на нейроны. За счет этого микроглия
ограничивает нейротоксичность амилоидных отло-
жений и уменьшает аксональную дистрофию в со-
седнем нейропиле (Condello et al., 2015; Hansen et al.,
2018).

Недостаточная изученность функций микроглии
в отношении амилоидных скоплений при БА делает
одновременное выявление этих структур актуальной
задачей. До настоящего времени единственным спо-
собом решения этой задачи была постановка двой-
ной иммунофлуоресцентной реакции на один из
маркерных белков микроглии и бета-амилоид
(Keren-Shaul et al., 2017). Данная методика является
трудоемкой и дорогостоящей. Кроме того, она тре-
бует наличия в лаборатории конфокального лазер-
ного микроскопа. Предложенный нами подход для
одновременного выявления микроглии и амилоид-
ных бляшек предполагает использование методов
гистохимии и световой иммуногистохимии, кото-
рые являются значительно более дешевыми и про-
стыми в реализации по сравнению с иммунофлуо-
ресцентным методом. Анализ препаратов после
окраски Iba-1/альциановый синий проводится с
применением только светового микроскопа, что де-
лает разработанную нами методику окраски более
доступной.

Для одновременного выявления астроцитов и
амилоидных бляшек, согласно результатам наших
исследований, наиболее подходящей является мето-
дика GFAP/альциановый синий. GFAP – главный
белок промежуточных филаментов цитоскелета астро-
цитов. Он обеспечивает стабильность морфологии их
тел и отростков, участвует в регуляции объема астро-
цитов и модуляции их движения (Poliakova et al., 2018;
Korzhevskii et al., 2019). GFAP также является важ-
ным функциональным маркером астроглии. Увели-
чение экспрессии этого белка наблюдается при раз-
ных патологиях центральной нервной системы, в
том числе при нейродегенеративных заболеваниях
(Yeh et al., 2011; Kamphuis et al., 2012; Katsouri et al.,
2020).

Из данных литературы хорошо известно, что ак-
тивированные астроциты часто ассоциированы со
скоплениями амилоида в мозге 5×FAD мышей и лю-
дей с болезнью Альцгеймера (Boom et al., 2004; Orel-
lana et al., 2011). Согласно современным представле-
ниям, астроциты участвуют в удалении и разруше-
нии бета-амилоида (Guénette, 2003; Nicoll, Weller,
2003; Verkhratsky et al., 2010), а также в формирова-
нии барьера между нейронами и скоплениями ами-
лоида (Simpson et al., 2010). Исследователи описыва-
ют случаи обнаружения бета-амилоида внутри от-
ростков астроцитов, что может свидетельствовать о
фагоцитировании амилоидных скоплений этими
клетками (Nagele et al., 2003).

Как и в случае с микроглией, существующие ме-
тодики одновременного выявления астроцитов и
амилоидных бляшек основаны на постановке двой-
ной иммунофлуоресцентной реакции и использова-
нии метода конфокальной лазерной микроскопии
(Olabarria et al., 2010; Rodríguez-Arellano et al., 2016;
Kelly et al., 2018; Katsouri et al., 2020; Li et al., 2020).
Разработанный нами метод окраски GFAP/альциа-
новый синий позволяет легко идентифицировать
астроциты и скопления амилоида с помощью свето-
вой микроскопии.

Методика S100beta/альциановый синий менее
эффективна для одновременного выявления астро-
цитов и амилоидных бляшек. Белок S100beta, еще
один широко используемый маркер астроцитов,
принадлежит к семейству кальций-связывающих
белков и имеет множество внутри- и внеклеточных
функций (Brozzi et al., 2009). Внутри астроцитарных
клеток S100beta диффузно распределен в цитоплаз-
ме и ассоциирован с мембранами и элементами ци-
тоскелета. Он участвует в регуляции состояния сбор-
ки микротрубочек и промежуточных филаментов,
активности некоторых ферментов и пролиферации
клеток (Donato, 2003). Иммуногистохимическая ре-
акция на s100beta позволяет выявлять астроцитар-
ные клетки, однако в этом случае их тела и отростки
просматриваются менее четко по сравнению с ис-
пользованием GFAP. Кроме того, при использова-
нии антител против белка S100beta наблюдается не-
большое фоновое окрашивание нервной ткани. Это
может быть обусловлено способностью S100-белков
секретироваться во внеклеточное пространство, где
они проявляют свойства цитокинов и взаимодейству-
ют с особыми рецепторами на поверхности нейронов,
микроглиоцитов, астроцитов (Donato, 2003; Steiner et
al., 2007). Наконец, помимо астроцитов, S100beta экс-
прессируется также (в меньшем количестве) в ней-
ронах и олигодендроцитах. Из-за присутствия фоно-
вого окрашивания амилоидные бляшки при окраске
альциановым синим смотрятся менее контрастно,
чем в случае использования метода GFAP/альциа-
новый синий.

В литературе имеются единичные сообщения о
присутствии в реактивных астроцитах белка GAD67
(глутаматдекарбоксилаза, изоформа 67) (Jo et al.,
2014; Wu et al., 2014). В связи с этим, мы использова-
ли антитела против GAD67 в рамках проведенного
исследования с целью решить вопрос о том, могут ли
эти антитела применяться для визуализации астро-
цитов. Протестированная нами методика окраски
GAD67/альциановый синий по качеству получае-
мых препаратов сопоставима с окраской GFAP/аль-
циановый синий и Iba-1/альциановый синий. Одна-
ко данный метод оказался неэффективным для од-
новременного выявления астроцитов и амилоидных
бляшек. GAD67 является ферментом, обеспечиваю-
щим превращение глутамата в ГАМК (гамма-ами-
номасляную кислоту), и потому служит маркерным
белком ГАМК-ергических интернейронов (Kor-
zhevskii et al., 2015; Dossi et al., 2018). Постановка им-
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муногистохимической реакции на GAD67 по пред-
ложенному нами протоколу позволяет четко выяв-
лять иммунопозитивные структуры, которые,
вероятно, являются элементами ГАМК-ергических
нейронов. Отмеченное нами дискретное распределе-
ние продукта иммуногистохимической реакции на
GAD67 может быть обусловлено его концентрирова-
нием в синаптических терминалях отростков этих
клеток (Fong et al., 2005; Разенкова, Коржевский,
2021). Нельзя исключать того, что часть выявляемо-
го GAD67 находится в отростках астроцитов. В лите-
ратуре имеются данные об экспрессии GAD67 в ре-
активных астроцитах при БА (Jo et al., 2014; Wu et al.,
2014; Garaschuk, Verkhratsky, 2019). Авторы рассмат-
ривают этот феномен в качестве возможной компен-
сации снижения уровня глутаминсинтетазы для пе-
реработки излишков глутамата, накапливаемого
астроцитами при развитии этого заболевания (Ola-
barria et al., 2011; Wu et al., 2014; Garaschuk,
Verkhratsky, 2019). Однако, при применении антител
против GAD67 нами не было обнаружено иммуно-
позитивных клеток, сходных по морфологии с аст-
роцитами. Это свидетельствует о том, что использо-
вание этих антител не позволяет выявлять астроци-
ты и GAD67 не может служить маркерным белком
этих клеток.

Таким образом, в рамках представленной работы
нами был разработан новый подход, позволяющий
одновременно выявлять клетки глии и амилоидные
бляшки. Предложенный подход характеризуется
простотой и хорошей воспроизводимостью, позво-
ляя выявлять ассоциацию клеток глии с амилоидны-
ми бляшками с применением световой микроско-
пии. Результатом применения разработанной мето-
дики является получение препаратов высокого
качества, которые, в отличие от препаратов с имму-
нофлуоресцентой меткой, не выцветают и могут хра-
ниться длительное время. Применение разработан-
ных нами методов окраски препаратов позволяет
впоследствии проводить их количественную обра-
ботку с использованием общедоступной программы
обработки изображений ImageJ (США). Это делает
возможным получение количественных характери-
стик изучаемых объектов (амилоидных бляшек и
иммунопозитивных структур).
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Light Microscopy Approach for Simultaneously Identification 
of Glial Cells and Amyloid Plaques

O. I. Nosovaa, *, V. V. Guselnikovаa, and D. E. Korzhevskiia
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The close spatial relationship of glial cells (astroglia and microglia) to amyloid plaques is one of the histopathological
features of Alzheimer’s disease. The work aimed to develop a simple and informative method for the simultaneous
detection of amyloid plaques and glial cells. The suggested method is based on a combination of histochemical stain-
ing for amyloid and non-fluorescent immunohistochemical staining of glial cells. The cerebral cortex samples of
aged people (n = 8) and brain samples from transgenic 5×FAD mice (n = 6) were the material for this study. The
proposed methodological approach involves immunohistochemical labelling of microglia or astroglia followed by
Alcian blue staining. The developed protocol is simple and well reproducible. It is suitable for identifying the asso-
ciation of glial cells with amyloid plaques. It was noted that immunohistochemistry for Iba1 (ionized calcium bind-
ing adaptor molecule 1) and for GFAP (glial fibrillary acidic protein) allows the most effective identification of mi-
crogliocytes and astrocytes, respectively. It is also suitable for assessing the functional status of these cells. Amyloid
plaques are intensely stained with Alcian blue and are well detected. In comparison with double immunofluores-
cence staining technique for simultaneous detection of glial cells and amyloid plaques, the developed method is sim-
ple to implement and requires only a light microscope, which makes it accessible to most laboratories.

Keywords: amyloid plaques, astrocytes, microglia, immunohistochemistry, Alzheimer’s disease
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Криоконсервация является единственным способом сохранения собственных стволовых клеток костного
мозга (КМ) для использования в регенеративной медицине или перед проведением аблативной терапии
злокачественных заболеваний. Трансплантация собственных стволовых клеток КМ (аутотрансплантация)
недостаточно изучена в плане взаимодействия пересаживаемых клеток с организмом хозяина (реципиен-
та). В связи с этим, целью данной работы явилась оценка эффективности сингенной трансплантации, как
модели аутотрансплантации, нативного или криоконсервированного КМ сублетально облученным мы-
шам-реципиентам. В качестве доноров использовали мышей, несущих ген зеленого флуоресцентного бел-
ка (GFP), разводимых на основе инбредной линии C57BL/6, в качестве реципиентов – мышей линии
C57BL/6. С помощью флуоресцентной микроскопии изучали динамику уровня химеризма в органах лим-
фомиелоидного комплекса системы крови (костного мозга, тимуса, селезенки, крови и кишечника) у мы-
шей-реципиентов в разные сроки после трансплантации им нативных или криосохраненных GFP+-кле-
ток донорского цельного сингенного КМ. Различия в способности заселения организма GFP+-клетками
оценивали по их процентному содержанию в суспензии клеток КМ, селезенки и тимуса реципиента.
GFP+-клетки у реципиентов, получивших размороженный КМ, появлялись в изученных органах на 7–8 сут
позже, чем у реципиентов после трансплантации нативного КМ. Однако уже через 14–21 сут после транс-
плантации относительное содержание клеток донора в исследованных органах у реципиентов обеих групп
достоверно не различалось. В тканях целых органов или их поперечных срезов (КМ, селезенки, тимуса и
кишечника) химеризм после трансплантации выявляли на 2–3 сут раньше, чем в суспензии этих органов.
Также было показано, что мезенхимальные клетки КМ донора участвуют в восстановлении стромы всех
исследованных органов, поврежденных радиацией, о чем свидетельствует присутствие в них фибробла-
стоподобных GFP+-клеток, особенно значительное в тимусе реципиентов обеих групп. Таким образом,
проведенные нами исследования показали, что клетки КМ, криоконсервированного по используемой ме-
тодике, оказались достаточно жизнеспособными для эффективного гистогенеза исследованных органов
системы крови.

Ключевые слова: аутотрансплантация, костный мозг, селезенка, толстая кишка, тимус, криоконсервирова-
ние, флуоресцентная микроскопия, GFP
DOI: 10.31857/S0041377121060109

Стволовые клетки костного мозга (СККМ) име-
ют клиническое значение как потенциальные источ-
ники клеток для трансплантации в регенеративной
медицине и терапии рака. Способность к длительно-
му самообновлению и дифференцировке в различ-
ных направлениях предлагает большие перспективы
для замены нефункциональных или утраченных
клеток и регенерации поврежденных тканей. Транс-

плантация собственных СККМ (аутотранспланта-
ция) обеспечивает возможность их использования в
регенеративной медицине для замены поврежденных
клеток с многократным применением у людей без рис-
ка отторжения трансплантата (Карнаухов и др., 2014;
Otsu et al., 2014; Богданенко и др., 2015, 2020; Ra-
maswamy et al., 2018; Kovina et al., 2019). Хотя исполь-
зование СККМ в медицине имеет большие перспек-
тивы, их применение для лечения многих заболева-
ний находится на стадии разработок и клинических
испытаний. Кроме того, терапия на основе СККМ
требует регулярного мониторинга процесса регене-

Принятые сокращения: ГСК – гематопоэтические стволовые
клетки; КМ – костный мозг; МСК – мезенхимальные стро-
мальные клетки; СККМ – стволовые клетки костного мозга;
ФСБ – фосфатно-солевой буфер.

УДК 577.3
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рации ткани в течение периода полного выздоровле-
ния пациента (Biasco et al., 2016). Актуальной является
оптимизация процедур трансплантации, обеспечива-
ющих функциональную интеграцию, пролиферацию,
дифференцировку и миграцию трансплантированных
СККМ, необходимых для восстановления и замены
поврежденной ткани и их долгосрочной выживае-
мости в тканевой нише (Нимирицкий и др., 2018;
Wei, Frenette, 2018). В то же время для лечения мно-
гих заболеваний используют аутологичную и алло-
генную трансплантацию цельного КМ, в котором и
содержатся указанные СККМ. Преимущества вве-
дения цельного КМ, а не его отдельных фракций по-
казаны для процессов восстановительного гистоге-
неза костной ткани (Деев и др., 2006; Яковлева и др.,
2008), а также на модели экспериментального сахар-
ного диабета (Миллер и др., 2016).

Трансплантация сингенного либо совместимого
аллогенного КМ необходима для восстановления
процессов кроветворения после облучения, являю-
щейся частью терапии онкологических заболеваний
(Цуцаева и др., 1988; Shu et al., 2014). При этом крио-
консервированный КМ часто является единствен-
ным источником СК, доступным для своевремен-
ной терапии. Как было показано (Berz et al., 2007),
криоконсервирование цельного КМ является без-
опасным, поскольку при его трансплантации не на-
блюдаются значительные неблагоприятные исходы,
связанные с его неспособностью к приживлению,
недостаточностью его приживления или с развитием
реакции “трансплантат против хозяина”.

Исследование взаимодействия криоконсервиро-
ванных трансплантатов с организмом реципиента в
посттрансплантационный период является наибо-
лее важным для их практического применения (Цу-
цаева и др., 1988, 2009). При этом использование в
качестве доноров КМ мышей, несущих ген зеленого
флуоресцентного белка (GFP+-мыши), позволяю-
щего проводить визуализацию восстановления ис-
следуемых органов реципиента и однозначно свя-
зать процессы гистогенеза с донорскими клетками
(Kawakami et al., 1999), явилось удобным средством
оценки эффективности трансплантации КМ. Ранее
нами было показано (Сергиевич и др., 2018), что
КМ, криоконсервированный по методике, приме-
няемой для аутотрансплантации в клинической
практике лечения онкологических больных, оказал-
ся достаточно эффективным для выживания субле-
тально облученных мышей, однако наблюдалась бо-
лее высокая смертность животных в группе с транс-
плантацией криосохраненного КМ по сравнению с
нативным. Необходимо дальнейшее детальное изу-
чение приживаемости клеток криосохраненного
КМ доноров в организме реципиентов, особенно в
первые два месяца после облучения, когда наиболее
выражены проявления повреждающего действие ра-
диации на кроветворную и иммунную системы. В
связи с этим целью данной работы было сравнение
динамики уровня химеризма в органах лимфомие-

лоидного комплекса системы крови (костного моз-
га, селезенки, тимуса и кишечника) и в крови у суб-
летально облученных мышей-реципиентов в тече-
ние 50 дней после трансплантации им нативных или
криосохраненных GFP+-клеток донорского цельно-
го сингенного КМ.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Экспериментальные животные. Мыши содержа-
лись в виварии ИБК РАН по 1–3 мыши в клетке на
рационе из гранулированного корма с дополнитель-
ной подкоpмкой зеpноcмеcью. В качестве доноров
КМ использовали самок и самцов мышей в возрасте
3–5 мес., несущих ген зеленого флуоресцентного
белка (Enhanced Green Fluorescent Protein – EGFP,
Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J,) разводимых на основе ин-
бредной линии C57BL/6 EGFP−/−. Трансген egfp в
клетках донора (GFP+-мыши) использовали как ви-
тальную метку для определения их приживаемости в
организме реципиента, не несущего этот трансген
(GFP−-мыши). При освещении светом c длиной вол-
ны в диапазоне 395–488 нм GFP флуоресцирует в зе-
леной области спектра c максимумом флуоресцен-
ции с длиной волны 508 нм. В качестве реципиентов
для трансплантации как нативного, так и разморо-
женного КМ использовали GFP−-мышей в возрасте
3–6 мес., предварительно подвергшихся действию
ионизирующего излучения в дозе 6.5 Гр, что соот-
ветствует дозе ЛД50/30 для данной линии мышей.
При такой дозе помимо заселения донорскими клет-
ками происходило восстановление органов и соб-
ственными клетками хозяина.

В качестве контроля для исследования степени
химеризма изучаемых органов использовали GFP+-
мышей, над которыми не проводили никаких мани-
пуляций (интактные GFP+-мыши). Всего в экспери-
менте использовали 120 мышей, по 3–5 животных на
каждую экспериментальную точку.

Облучение животных. Облучение мышей прово-
дили сотрудники Группы источников излучений
Института биофизики клетки РАН г. Пущино на
рентгеновской установке РУТ-250-15-2 (РУМ 17),
I = 15 мА, U = 200 кВ, с фильтрами из меди и алюми-
ния, толщиной по 1мм каждый, мощность излуче-
ния 1 Гр/мин. Мышей облучали в дозе 6.5 Гр, после
чего в экспериментальных группах мышей через 1 сут
проводили трансплантацию нативного или разморо-
женного КМ.

Выделение клеток КМ. Мышей-доноров выводи-
ли из эксперимента диcлокацией шейных позвон-
ков. КМ выделяли из двух бедренных костей донора
путем их измельчения в фарфоровой ступке с рас-
твором фосфатно-солевого буфера (ФСБ) в объеме
600 мкл и последующей фильтрацией через капро-
новый фильтр с размером пор 70 мкм. Общее коли-
чество выделенных ядерных клеток подсчитывали в
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камере Горяева. От 2-х бедренных костей получали
(5 ± 1) × 107 клеток.

Методика криоконсервирования. Для криоконсер-
вирования клеток КМ мышей использовали 10%-
ный раствор криопротектора ДМСО (Panreac, Испа-
ния) в 6%-ном растворе декстрана (ОАО “Биохи-
мик”, Россия) с молекулярной массой 60000 (поли-
глюкин). Эквилибрацию проводили в криопробир-
ках на 1.8 мл (TPP, Швейцария) на ледяной бане в
течение 6 мин во избежание гипертермии клеток в
соотношении клеточной суспензии и криопротекто-
ра 1 : 1 (по 500 мкл каждого), получая конечную кон-
центрацию криопротектора 5%. Замораживание
проводили в тех же пробирках в два этапа: на первом
пробирки помещали на 3 ч в контейнер для бесспир-
тового замораживания клеток CoolCell (Biocision,
США), в котором происходило охлаждение со ско-
ростью 1°С/мин в морозильнике при –80°С, на вто-
ром пробирки переносили в сосуды Дьюара с жид-
ким азотом. Перед трансплантацией проводили
быстрое размораживание клеточной суспензии на
водяной бане при 37°С. Жизнеспособность и мор-
фологию клеток до и после криоконсервирования
оценивали после окрашивания суправитальным
красителем трипановым синим в конечной концен-
трации 0.07% под микроскопом в проходящем свете
с использованием DIC (дифференциального интер-
ференционного контраста) и при освещении светом
c длиной волны 488 нм (поврежденные клетки флу-
оресцировали в красной области спектра).

Трансплантация КМ. Трансплантацию суспензии
клеток нативного КМ проводили сразу после выде-
ления, а криосохраненного – непосредственно по-
сле размораживания без удаления криопротектора с
учетом совпадения пола донора и реципиента. Суспен-
зию клеток в объеме 100 мкл для нативного и 200 мкл
для размороженного КМ вводили в боковую вену
предварительно разогретого при температуре 40–
42°С хвоста реципиента с помощью инсулинового
шприца. В указанных объемах содержалось в сред-
нем (1.3 ± 0.2) × 107 ядерных клеток. До трансплан-
тации КМ хранили в жидком азоте 14–30 сут.

Извлечение органов у реципиентов. Мышей выво-
дили из эксперимента на 1, 3, 6, 7, 11, 14, 22, 30, 40 и
50 сут после трансплантации, извлекали тимус, селе-
зенку и бедренные кости, помещали их в ФСБ, после
чего промывали и взвешивали. У кости осторожно
срезали эпифизы, диафизальную трубку разрезали
вдоль и разворачивали. В образовавшиеся две поло-
винки наносили по нескольку капель ФСБ. Участок
толстой кишки длиной около 0.5 см промывали от
содержимого и разрезали вдоль. Каплю крови заби-
рали из полости сердца.

Исследование органного химеризма в КМ, селезен-
ке, тимусе и кишечнике. Целые тимус, селезенку, а
также участок толстой кишки помещали на предмет-
ное стекло и наносили на них ФСБ во избежание вы-
сыхания; органы исследовали с 2 сторон. Тимус и се-

лезенку помещали в морозильную камеру на 5 мин
при –18°С, а затем делали поперечные срезы толщи-
ной 1–2 мм. Костный мозг исследовали в продоль-
ных половинах костей. Флуоресценцию GFP в орга-
нах изучали при увеличениях объектива 5×, 10×, 20×
и 40×, а в суспензии клеток КМ, селезенки и тимуса –
при увеличении 40×. В работе использовали флуо-
ресцентный микроскоп Axio-ImagerZ1 c цветной
цифровой камерой AxioCamMRc5 (CarlZeiss, Геpма-
ния).

Приготовление суспензии клеток костного мозга,
селезенки и тимуса. Тимус и селезенку протирали c
помощью скальпеля через капроновый фильтр c раз-
мером пор 70 мкм с промыванием ФСБ в объеме 1 мл
для тимуса и 2 мл для селезенки. КМ выделяли из од-
ной бедренной кости по методике, описанной выше.

Определение количества GFP+ клеток в органах ре-
ципиентов. По 10 мкл суспензии КМ, тимуса и селе-
зенки помещали на предметные стекла, покрытые
полилизином (Thermoscientific, Германия), и на-
крывали покровными стеклами 20 × 20 мм. Для
определения процента GFP+-клеток фотографиро-
вали 10–20 полей зрения равномерно по всему пре-
парату; одно и то же поле снимали дважды – в свете
флуоресценции и в проходящем свете с использова-
нием DIC, после чего подсчитывали среднее коли-
чество клеток в поле зрения (клеточность) и процент
флуоресцирующих клеток среди них. Количество
клеток на мазках подсчитывали с помощью про-
граммы CellAnalyzer-2 (Карнаухов и др., 2010).

Cтатиcтичеcкая обpаботка данныx. Данные обра-
батывали с использованием программы SigmaPlot
12.1. Доверительную вероятность Р определяли стан-
дартным образом c использованием t-критерия
Стьюдента. Результаты представлены как M ± m, где
M – среднее значение, m – стандартная ошибка.

РЕЗУЛЬТАТЫ
У используемых нами в качестве доноров КМ ге-

терозиготных GFP+-мышей количество GFP+-кле-
ток в суспензии КМ составило 46.1 ± 5.1%, в селе-
зенке – 50.8 ± 4.8% от общего количества ядерных
клеток, т.е. примерно половина ядерных клеток экс-
прессировала GFP. В то же время в суспензии тимуса
доноров присутствовало только 9.5 ± 1.0% GFP+-
клеток.

Было обнаружено, что через 1 сут после транс-
плантации как нативных, так и криосохраненных
клеток КМ в крови реципиентов присутствовали не-
многочисленные донорские GFP+ лейкоциты и от-
дельные тромбоциты. Затем через 5–7 сут их количе-
ство в крови мышей, получивших нативный КМ, зна-
чительно увеличивалось, появлялись яркие поля,
состоящие из тромбоцитов. Позднее, через 11–14 сут,
такая же картина наблюдалась и у животных, полу-
чивших криосохраненный КМ. Донорские клетки
присутствовали в организме обеих групп реципиен-
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тов вплоть до смерти животного (от 4 до 12 мес. после
трансплантации КМ).

В суспензии клеток КМ реципиентов, получив-
ших нативный КМ (рис. 1а, кривая 1), к 4-м суткам
после трансплантации количество донорских GFP+

клеток составляло уже более 15%, в то время как в
группе мышей, получивших криосохраненный КМ
(рис. 1а, кривая 2), количество GFP+-клеток начина-
ло увеличиваться только через 7 сут после транс-
плантации, однако к 14 сут их количество возрастало

выше 32%. Далее до конца периода наблюдения ко-
личество донорских GFP+-клеток в КМ животных
из обеих групп почти не различалось.

Сходные изменения наблюдали в суспензии кле-
ток селезенки реципиентов обеих групп. Так, замет-
ное увеличение количества GFP+-клеток в группе
мышей, получивших криосохраненный КМ (рис. 1б,
кривая 2), примерно на 7–8 сут отставало от такового в
группе мышей, получивших нативный КМ (рис. 1б,
кривая 1). Более низкое процентное содержание
GFP+-клеток в селезенке по сравнению с КМ у мы-
шей обеих групп в первую неделю после трансплан-
тации объясняется более значительным опустоше-
нием КМ у реципиентов после облучения.

Иная динамика изменения количества GFP+ кле-
ток отмечалась в суспензии клеток тимуса исследо-
ванных реципиентов. В группе мышей, получивших
нативный КМ (рис. 1в, кривая 1), незначительное
количество GFP+-клеток наблюдали, начиная с 6–
7-х сут после трансплантации (0.2–0.3%), и только с
11-х сут происходил заметный рост их количества. В
то же время в группе реципиентов, получивших
криосохраненный КМ (рис. 1в, кривая 2), через 6–
11 сут клетки донора в тимусе не обнаруживались,
однако с 14-х сут после трансплантации происходи-
ло резкое увеличение количества GFP+-клеток, до-
стигающее максимума на 30-е сут и несколько пре-
вышающее их количество к этому сроку в группе
мышей, получивших нативный КМ.

Более высокое количество донорских GFP+-кле-
ток в тимусе группы реципиентов с криосохранен-
ным КМ может быть связано с их меньшей иммуно-
генностью по отношению к организму реципиента.
Далее изменение числа донорских клеток в обеих
группах было сходным, однако превышающее про-
центное количество GFP+-клеток в тимусе интакт-
ных GFP+-мышей. Такое явление, вероятно, можно
объяснить тем, что у облученных мышей в тимусе
после почти полной его инволюции происходило
длительное восстановление органа с помощью
трансплантированных клеток донора, которые про-
лиферировали длительное время, сохраняя высокую
концентрацию GFP. Тем не менее, восстановление
тимуса происходило медленнее, чем КМ и селезен-
ки. Было также обнаружено, что при изменении ре-
жима замораживания (уменьшении времени предва-
рительного охлаждения) донорского КМ у облучен-
ных реципиентов тимус не восстанавливался, а в
КМ и селезенке восстановление происходило в
меньшей степени и не достигало уровня восстанов-
ления органов у мышей, которым трансплантирова-
ли нативный или криосохраненный КМ по исполь-
зуемой в данной работе методике.

Исследование флуоресценции GFP в целых орга-
нах и на их поперечных срезах позволило выявить
самые ранние этапы заселения органов донорскими
клетками, когда в суспензии они присутствовали в

Рис. 1. Динамика процентного содержания GFP+-клеток
донора в поле зрения в КМ (а), селезенке (б) и тимусе (в)
после трансплантации нативного (кривая 1) или криосо-
храненного (кривая 2) КМ облученным мышам.
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следовых количествах, либо вообще не обнаружива-
лись. Яркая флуоресценция GFP при сканировании
органов по всей поверхности с изменением глубины
резкости позволила наблюдать за локализацией до-
норских клеток в органе реципиента.

На рис. 2 приведены флуоресцентные микрофо-
тографии КМ (а, б) селезенки (в), участка толстой
кишки (г) и тимуса (в) интактных GFP+-мышей. Так
как используемые в качестве доноров GFP+-мыши
являются гетерозиготами, в тканях исследуемых ор-
ганов наряду с яркими зелеными колониями клеток,
экспрессирующих GFP, присутствуют темные
участки, образованные клетками без GFP, причем
распределение этих двух типов колоний является не-
равномерным по органу, что особенно четко про-
сматривается в селезенке и толстой кишке. В тимусе,
несмотря на то, что в паренхиме присутствует только
9.5 ± 1.0% GFP+-клеток, наблюдается самая высокая
из исследованных органов интенсивность флуорес-
ценции, обусловленная присутствующими в нем в
большом количестве эндотелиоцитами и эпителио-
ретикулоцитами, образующими строму органа.

В КМ реципиентов после трансплантации натив-
ного КМ уже через сутки на фоне выраженной гипо-
плазии собственной ткани обнаруживали мигриру-
ющие туда клетки донора (рис. 3а), а через 3–6 сут
были заметны многочисленные кроветворные клет-
ки, а также фибробластоподобные клетки донора и
образуемые ими волокна стромы (рис. 3б). У реци-
пиентов, получивших криосохраненный КМ, не-
большое количество донорских клеток в КМ обна-
руживали через 7 сут после трансплантации (рис. 3г),
а через 11 сут были видны отдельные колонии донор-
ских клеток (рис. 3д). Через 14 сут после трансплан-
тации (рис. 3в, е) флуоресцентная морфология КМ
реципиентов, получивших как нативный, так и
криосохраненный КМ, почти не отличалась от тако-
вой у интактных GFP+-мышей.

В селезенке реципиентов, получивших нативный
КМ, также через сутки после трансплантации обнару-
живали GFP+-клетки донора (рис. 4а), а через 3–6 сут
в селезенке этих животных количество GFP+-коло-
ний резко увеличивалось, обнаруживались фиброб-
ластоподобные клетки донора (рис. 4б). У животных,
которым трансплантировали криосохраненный КМ,
донорские клетки появлялись через 7 сут после
трансплантации (рис. 4г), через 11 сут количество
колоний также заметно увеличивалось (рис. 4д), а
через 14 сут флуоресцентная морфология селезенки
реципиентов была сходна с морфологией селезенки
интактных GFP+-мышей (рис. 4в, е).

В кишечнике реципиентов через сутки после вве-
дения нативного КМ обнаруживались отдельные
группы клеток КМ донора (рис. 5а), а через 3–6 сут на
поверхности органа появлялись многочисленные
фибробластоподобные GFP+-клетки (рис. 5б). К 11-м
сут после трансплантации уже четко просматрива-
лась яркая ячеистая структура основания ворсин и

Рис. 2. Распределение GFP+-клеток в КМ (а), селезенке
(б), кишечнике (в) и тимусе (г) интактных GFP+-мышей.
Стрелками указаны колонии флуоресцирующих и не-
флуоресцирующих клеток. Масштабный отрезок соот-
ветствует 50 мкм. Ув. об.: а – 40×, б, г – 5×, в – 10×.
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единичные пейеровы бляшки, состоящие из GFP+-
клеток донора, а на 14-е сут наблюдали уже много-
численные пейеровы бляшки (рис. 5в). У мышей,
получивших криосохраненный КМ, отдельные ко-
лонии донорских клеток обнаруживали на 11-е сут
после трансплантации (рис. 5г), где также были за-

метны фибробластоподобные клетки. На 14-е сут
(рис. 5д) флуоресцентная картина органа почти не
отличалась от таковой у реципиентов с транспланта-
цией нативного КМ и интактных GFP+-мышей. Од-
нако обращает на себя внимание тот факт, что у мы-
шей обеих экспериментальных групп количество

Рис. 3. Распределение GFP+-клеток в КМ облученных мышей-реципиентов после трансплантации нативного (а–в) или
криосохраненного (г–е) КМ от GFP+-мышей-доноров. Срок после трансплантации: а – 1 сут, б –6 сут, в, е –14 сут, г – 7 сут,
д –11 сут. Стрелками указаны появляющиеся донорские GFP+-клетки (а, г), флуоресцирующие волокна стромы (б) и коло-
нии донорских GFP+-клеток (д). Масштабный отрезок соответствует 50 мкм. Ув. об. 40×.
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Рис. 4. Распределение GFP+-клеток в селезенке облученных мышей-реципиентов после трансплантации нативного (а–в)
или криосохраненного (г–е) КМ от GFP+-мышей-доноров. Срок после трансплантации: а – 1 сут, б – 6 сут, в, е – 14 сут, г –
7 сут, д – 11 сут. Стрелками указаны появляющиеся колонии донорских GFP+-клеток (а, г) и фибробластоподобные клетки
(б). Масштабный отрезок соответствует 50 мкм. Ув. об. 5×.
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флуоресцирующих пейеровых бляшек было заметно
более высоким (рис. 5е), чем у интактных GFP+-мы-
шей. Значительное количество пейеровых бляшек
оставалось у экспериментальных животных в тече-
ние всего периода наблюдения. Это, вероятно, мож-
но объяснить тем, что в организме облученных мы-
шей присутствует большое количество разрушаю-
щихся под действием радиации собственных клеток
и их фрагментов, что вызывает активацию иммун-
ной системы кишечника.

Так как после облучения происходит почти пол-
ная инволюция тимуса, применение GFP+ -мышей в
качестве доноров КМ позволило проанализировать
процессы адгезии и миграции клеток к доле тимуса
на самых ранних стадиях восстановления органа. У
облученных животных наблюдали выраженную
аплазию лимфоидной ткани, повреждение стромы и
жировое замещение органа. На 6-е сут после транс-
плантации в группе реципиентов с нативным КМ
среди жировой ткани обнаруживали малочисленные
дольки тимуса с мигрирующими туда клетками до-
нора, располагающимися около кровеносных сосу-
дов, и представленными как лимфоидными, так и
фибробластоподобными клетками (рис. 6а). К 11 сут
количество долек с заселившимися GFP+-клетками
донора заметно увеличивалось, с их участием начи-
нали восстанавливаться строма и корковое вещество
органа (рис. 6б). На 14-е сут после трансплантации в
этой группе мышей восстанавливалась типичная
форма тимуса, он уже состоял из двух долей, на по-
верхности органа были видны многочисленные
GFP+-эпителиоретикулоциты, формирующие стро-

му тимуса (рис. 6в). Однако дольки тимуса были за-
полнены лимфоидными клетками еще не полностью.
К 30-м сут увеличивалась плотность заполнения долек
тимуса лимфоидными клетками и наблюдалась их не-
значительная гиперплазия. У животных, получивших
криосохраненный КМ, на 11-е сут после транспланта-
ции в тимусе наблюдали только отдельные неболь-
шие вкрапления клеток донора (рис. 6г). Однако к
14-м сут после трансплантации структура тимуса уже
состояла из двух долей (рис. 6д), в которых происхо-
дило восстановление отдельных долек, немного ме-
нее интенсивное, чем в группе животных, получив-
ших нативный КМ. Далее восстановление продол-
жалось и к 30-м сут (рис. 6е) у этой группы мышей
плотность заполнения долек тимуса клетками доно-
ра даже несколько превысила таковую у мышей, по-
лучивших нативный КМ. К 40–50-м сут наблюдения
структура тимуса в обеих группах эксперименталь-
ных животных восстанавливалась и имела флуорес-
центную морфологию, сходную с тимусом интакт-
ных GFP+-мышей.

Итак, исследование суспензии клеток паренхимы
КМ, селезенки и тимуса реципиентов дало возмож-
ность оценить вклад клеток донора в регенерацию
органов по степени химеризма (доле флуоресцирую-
щих клеток) и показало, что появление GFP+-клеток
доноров у реципиентов, получивших размороженный
КМ, на 7–8 сут отставало от такового у реципиентов с
нативным КМ. Тем не менее, через 14–21 сут после
трансплантации количество клеток донора в иссле-
дованных органах у реципиентов обеих групп досто-
верно не различалось.

Рис. 5. Распределение GFP+-клеток в кишечнике облученных мышей-реципиентов после трансплантации нативного (а–в)
или криосохраненного (г–е) КМ от GFP+-мышей-доноров. Срок после трансплантации: а – 1 сут, б – 3 сут, в, д –14 сут, г –
11 сут, е – 30 сут. Стрелками указаны появляющиеся колонии донорских GFP+-клеток (а, г), флуоресцирующие фибробла-
стоподобные клетки (б) и пейеровы бляшки (в, д, е). Масштабный отрезок соответствует 50 мкм. Ув. об. 5×.
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Исследование флуоресценции в целых органах
(КМ, селезенке, кишечнике и тимусе) позволило об-
наружить клетки донора в более ранние сроки после
трансплантации, чем в суспензии этих органов. Так-
же было показано, что мезенхимальные клетки КМ
донора участвуют в восстановлении стромы органов,
поврежденных радиацией, о чем свидетельствует
присутствие фибробластоподобных GFP+-клеток во
всех исследованных органах, особенно значитель-
ное в тимусе реципиентов обеих групп.

ОБСУЖДЕНИЕ

Восстановление достаточного количества СККМ
после криоконсервации считается ключевым усло-
вием успешной трансплантации. На восстановление
пула таких клеток могут влиять различные факторы,
в том числе недостаточное количество криосохранен-
ных клеток, часть которых может теряться при образо-
вании агрегатов при размораживании и отмывании от
криопротектора (Stiff at al., 1987; Цуцаева и др., 1988;
Бабийчук, Землянских, 2001; Костяев и др., 2016; Mo-
hammed et al., 2020). И хотя в настоящее время раз-
виваются новые технологии удаления криопротек-
тора без центрифугирования размороженной сус-
пензии КМ, разработка оптимальных (быстрых,
безопасных, простых, управляемых, эффективных и
недорогих) методов и устройств для удаления крио-
протектора с минимальными потерями и повреждени-
ями клеток остается нерешенной проблемой (Shu et al.,
2014). Применение нами методики с использовани-
ем непроникающего криопротектора полиглюкина

в сочетании с 5% ДМСО без отмывания от криопро-
тектора позволило в значительной степени устра-
нить проблему агрегации размораживаемых клеток
(Сергиевич и др., 2018).

Как нами было показано в данной работе, к 14–
21 сут после трансплантации криосохраненный КМ
по успешности восстановления органов не уступал
нативному КМ, и донорские клетки присутствовали
в организме реципиентов до конца его жизни, что
свидетельствует о приживаемости ранних (long-
term) предшественников СККМ (Randall, Weissman,
1997; Thanyaphong et al., 2002). Более высокая смерт-
ность облученных животных в группе с криосохра-
ненным КМ, вероятно, связана с низкой концентра-
цией пула именно короткоживущих (short-term)
СККМ, состоящих из общих миелоидных и мегака-
риоцито-эритроидных предшественников, присут-
ствие достаточного количества которых необходимо
для восстановления организма после облучения
(Sawai et al., 2016). Помимо гибели части клеток, при
замораживании у оставшихся клеток могут возни-
кать нелетальные обратимые холодовые поврежде-
ния, что сказывается на пролиферации, дифферен-
цировке и созревании различных популяций клеток
КМ. Именно обратимость таких изменений, а также
повышенная скорость накопления отдельных функ-
ционально полноценных популяций клеток по срав-
нению с нативным КМ (Цуцаева и др., 1988) приво-
дит к быстрому заселению органов реципиента
криосохранными клетками донора и высокой степе-
ни химеризма, что показано в нашем исследовании,
где клетки хранились в жидком азоте 14–30 сут. Это

Рис. 6. Распределение GFP+-клеток в тимусе облученных мышей-реципиентов после трансплантации нативного (а–в) или
криосохраненного (г–е) КМ от GFP+-мышей-доноров. Срок после трансплантации: а – 6 сут, б, г –11 сут, в, д – 14 сут, е –
30 сут. Стрелками указаны появляющиеся колонии донорских GFP+-клеток (а, г), флуоресцирующие строма долек (б) и эпи-
телиоретикулоциты (в, д). Масштабный отрезок соответствует 50 мкм. Ув. об. 5×.
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согласуется с данными о том, что клетки, хранивши-
еся в жидком азоте до 3–6 мес., сохраняли стабиль-
ный кариотип (Гринчук, Шилина, 2021). Одним из
возможных решений проблемы более высокой
смертности животных в группе с криосохраненным
КМ может быть введение, наряду с криосохранен-
ными клетками КМ, также криосохраненных, на-
тивных или модифицированных лимфоидных кле-
ток, что, как показано ранее (Цуцаева и др., 1988;
Maybury et al., 2016), приводило к увеличению про-
должительности жизни облученных реципиентов. В
медицинской практике также проводится перелива-
ние компонентов крови (эритроцитарная масса,
тромбомасса, плазма) совместно с криосохранен-
ным КМ.

Более высокое, чем у интактных GFP+-мышей,
процентное содержание GFP+-клеток, обнаружен-
ное нами в тимусе мышей-реципиентов после
трансплантации обоих видов КМ, может объяснять-
ся тем, что СККМ при трансплантации в облучен-
ный организм пролиферируют более активно, чем в
физиологических условиях (Sawen et al., 2016). Под
воздействием радиации происходит не только опу-
стошение органов системы крови реципиента, но и
разрушение стромы органов, что препятствует раз-
множению, миграции и дифференцировке гемато-
поэтических стволовых клеток (ГСК). В то же время
в суспензии клеток донорского цельного КМ наряду
с ГСК находятся и мезенхимальные стромальные
клетки (МСК), которые принимают участие в про-
цессах гистогенеза стромы органов и способствуют
восстановлению их морфофункциональных свойств,
что и было обнаружено нами при исследовании флу-
оресценции GFP в целых органах или на их попереч-
ных срезах у животных после трансплантации как
нативного, так и криосохраненного КМ. Так, было
показано, что клетки доноров образуют строму в ви-
де ретикулярной сети в КМ (рис. 7а), селезенке, ки-
шечнике и тимусе реципиентов, четко видную уже
при увеличении объектива 5×, а при увеличениях
20–40× в органах можно наблюдать отдельные фиб-
робластоподобные GFP+-клетки различной формы
и размеров (рис. 7б–д). В настоящее время общепри-
знано, что МСК являются основной составляющей
ниши ГСК в КМ и основным компонентом многих
известных в настоящее время факторов ниш (Ding,
Morrison, 2013; Cordeiro et al., 2016). В литературе
(Нимирицкий и др., 2018; Wei, Frenette 2018) обсуж-
даются данные о том, как ГСК и их потомство регу-
лируются взаимозависимой сетью МСК, нервных
волокон, сосудистой системы, а также других крове-
творных клеток. Облучение, как и другие миелоаб-
лативные технологии, повреждает строму и приво-
дит к опустошению и разрушению клеточных ниш
(Abbuehl et al., 2017). Мы полагаем, что после транс-
плантации происходила регенерация ниш во всех
исследованных нами органах, что можно заключить
из наблюдаемого процесса восстановления стромы

Рис. 7. Фибробластоподобные GFP+-клетки в КМ (а, б), се-
лезенке (в), кишечнике (г) и тимусе (д) облученных мышей-
реципиентов после трансплантации КМ от GFP+-мышей-
доноров. Стрелками указаны флуоресцирующие волокна
стромы (а) и фибробластоподобные клетки донора (б–д).
Масштабный отрезок соответствует 50 мкм.
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органов и полноценного их заполнения паренхи-
мальными GFP+-клетками донора.

Таким образом, проведенные нами в модельных
экспериментах сравнительные исследования дина-
мики уровня химеризма GFP+-клеток мышей-доно-
ров посредством их флуоресцентной визуализации в
органах реципиентов показали, что клетки КМ,
криоконсервированного по методике, используе-
мой в клинической практике для аутотранспланта-
ции при лечении онкологических больных, оказа-
лись достаточно жизнеспособными для эффектив-
ного гистогенеза исследованных органов системы
крови.
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Fluorescent Visualization of the Dynamics of Donor GFP+-Cells Distribution in Mouse 
Organs after Native or Cryopreserved Bone Marrow Transplantation
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Cryopreservation is the only way to preserve host’s bone marrow stem cells (BM) for use in regenerative medicine
or before ablative therapy of malignant diseases. The transplantation of BM own stem cells (autotransplantation) has
not been sufficiently studied in terms of the interaction of the transplanted cells with the host (recipient) organism.
Therefore, the aim of this work was to evaluate the effectiveness of syngeneic transplantation, as a model of auto-
transplantation, native or cryopreserved BM in sublethally irradiated recipient mice. Mice carrying the green fluo-
rescent protein (GFP) gene, bred on the basis of the C57BL/6 inbred strain, were used as donors, and C57BL/6 mice
were used as recipients. The dynamics of the chimerism level in the organs of the lymphomyeloid complex of the
blood system (bone marrow, thymus, spleen, blood and large intestine) in recipient mice at different terms after
transplantation of native or cryopreserved GFP+-cells of the donor’s whole syngeneic BM was studied by the f luo-
rescence microscopy. Differences in the ability to engraft the organism with GFP+-cells were estimated by their per-
centage value in the suspension of BM, spleen, and thymus cells of the recipient. GFP+-cells in recipients who re-
ceived thawed BM appeared in the studied organs 7–8 days later than in recipients after native BM transplantation.
However, 14–21 days later after transplantation, the relative number of the donor cells in the studied organs of the
recipients of both groups did not significantly differ. The chimerism was detected in the tissues of whole organs or
their cross-sections (BM, spleen, thymus, intestine) earlier than in the suspension of these organs after transplanta-
tion. It was also shown that the mesenchymal cells of the donor BM are involved in the stroma repair of all studied
organs damaged by radiation, as evidenced by the presence of fibroblast-like GFP+-cells in them, especially signif-
icant in the thymus of the recipients of both groups. Thus, our studies have shown that the BM cells cryopreserved
according to the used method were sufficiently viable to achieve the effective histogenesis of the investigated organs
of the blood system.

Keywords: autotransplantation, bone marrow, spleen, large intestine, thymus, cryopreservation, f luorescence mi-
croscopy, GFP
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На 130 белых беспородных крысах-самцах изучена роль йодсодержащих тиреоидных гормонов в процессе
постфрактурной репарации костной ткани в условиях стресса. Показано, что стресс (свободное плавание в
клетке) ухудшает процесс восстановления области перелома нижней челюсти (отверстия диаметром 2.0 мм), в
частности на 14-е сут уменьшается количество островков хрящевой и незрелой костной ткани на фоне уве-
личения количества плотной неоформленной соединительной ткани, коллагеновых волокон и площади
гаверсовых каналов. Все это свидетельствует о торможении фаз репаративного ответа в области поврежде-
ния. Экспериментальный гипотиреоз (25 мг/кг мерказолила внутрижелудочно в течение 20 сут) негативно
воздействует на трофику костной ткани сам по себе и замедляет заживление костного дефекта. L-тироксин,
напротив, в близких к физиологическим дозах (1.5–3.0 мкг/кг внутрижелудочно в течение 28 дней), способ-
ствует интенсификации указанного процесса как после изолированного травматического повреждения
мандибулярной кости, так и после сочетания его со стрессом. Полученные результаты открывают новый
взгляд на антистрессорное действие йодсодержащих гормонов щитовидной железы – их участие в пост-
фрактурной остеорегенерации на фоне стресса. Обсуждаются механизмы полученного эффекта, которые
связаны с геномным и негеномным действием йодсодержащих тиреоидных гормонов.

Ключевые слова: йодсодержащие гормоны, щитовидная железа, стресс, перелом нижней челюсти
DOI: 10.31857/S0041377121060055

Исследование механизмов постфрактурных ре-
паративных процессов, связанных, в частности, с
гормональной регуляцией, обеспечивающей реали-
зацию пролонгированных ответных реакций является
актуальной задачей медицинской науки. Это объясня-
ется, с одной стороны, их недостаточной изученно-
стью, а с другой – ростом бытового и дорожно-транс-
портного травматизма и многообразием клиниче-
ских форм переломов (Кадыков, Морозов, 2020).

Около 3% всех повреждений скелета человека
приходится на долю травм челюстно-лицевой обла-
сти (Аверьянов и др., 2019), при этом чаще всего
страдает нижняя челюсть (около 80% пациентов с
травмами этой области) (Ефимов и др., 2019). В от-
личие от повреждения других отделов костной си-
стемы, травма челюстно-лицевой области затраги-
вает функционирование практически всех систем
организма вследствие нарушения процесса питания.

Наблюдающаяся тенденция к увеличению числа
переломов костей лицевого черепа (Храмова и др.,
2020) диктует необходимость поиска новых спосо-
бов стимуляции репаративных процессов, индуци-
рованных травмами челюстно-лицевой области, с
целью оптимизации их лечения и снижения эконо-
мических потерь, связанных с этим процессом.

На заживление костной раны влияет множество
факторов. Одним из ключевых является стресс (Ива-
нов, Александровская, 2018). Вместе с тем, доказано,
что важное значение в антистрессовой защите орга-
низма имеют йодсодержащие тиреоидные гормоны
(Городецкая, Гусакова, 2021). Однако их протектор-
ная роль, заключающаяся в ограничении влияния
стресса на процесс репарации костной раны в обла-
сти травматического дефекта, до сих пор не обсуж-
далась. На возможность такой защиты указывает,
во-первых, установленное под влиянием ЙТГ сни-
жение интенсивности стрессовой реакции, сопро-
вождающей повреждающее воздействие (Городец-
кая, Гусакова, 2021), а во-вторых, геномное действие
ЙТГ (Bianco et al., 2019). Оно может привести к сти-

Принятые сокращения: ГК – Гаверсовы каналы; ЙТГ – йодсо-
держащие тиреоидные гормоны; КТ – костная ткань; ПНС-
ткань – плотная неоформленная соединительная ткань; ХТ –
хрящевая ткань.

УДК 599.323:616.716.4-001.5:616.441-002:612.017.2
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муляции синтеза факторов, которые, с одной сторо-
ны, способствуют новообразованию костной ткани,
а именно остеопротегерина – природного антагони-
ста рецептора-активатора ядерного транскрипцион-
ного фактора (Wright et al., 2009), а также щелочной
фосфатазы (маркерного фермента остеобластов)
(Желнин, 2015). С другой стороны, геномное дей-
ствие ЙТГ ограничивает активность механизмов ре-
зорбции, снижающих ее интенсивность – маркер-
ного фермента остеокластов кислой фосфатазы
(Желнин, 2015), катепсинов Д и К (Fasanya, Siemann,
2021) и матриксных металлопротеиназ (Ярмолин-
ская и др., 2012).

Наше предположение о возможности ЙТГ огра-
ничивать негативное влияние стресса на формиро-
вание костной мозоли после травматического по-
вреждения основывается на данных об изменении
активности или содержания факторов, указанных вы-
ше, при изменении тиреоидного статуса у пациентов
при лечении (Черных и др., 2016; Degertekin et al., 2016)
и в экспериментах на крысах (Маянская и др., 2013;
Здор и др., 2016) в отсутствии стрессовых воздей-
ствий.

Цель настоящего исследования – изучить воздей-
ствие ЙТГ на процесс остеорепарации области пере-
лома нижней челюсти крыс в условиях стресса.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Объект исследования. Работа выполнена на 130 бе-

лых беспородных крысах-самцах массой 180–230 г в
осенне-зимний период. Крыс содержали на диете
вивария с соблюдением стандартных условий в соот-
ветствии с нормами содержания лабораторных жи-
вотных (СанПиН 2.1.2.12.-18-2006 “Устройство, обо-
рудование и содержание экспериментально-биоло-
гических клиник (вивариев)”). В эксперимент брали
только здоровых крыс. При проведении экспери-
ментов соблюдали требования гуманного обраще-
ния с животными, изложенные в методических ука-
заниях “Положение о порядке использования лабо-
раторных животных в научно-исследовательских
работах и педагогическом процессе учреждения об-
разования “Витебский государственный ордена
Дружбы народов медицинский университет” и ме-
рах по реализации требований биомедицинской
этики” (2010).

Модель стресса. Стрессом служило свободное
плавание в клетке (группа “Стресс”). Для этого крыс
по 5 особей помещали в пластиковую клетку разме-
ром 50 × 30 × 20 см, заполненную водой на высоту
15 см. Процедуру проводили по 30 мин ежедневно в
течение 14 сут (Бондаренко, Манухина, 1999).

Модель перелома. Животное фиксировали за 4 ко-
нечности на деревянном столике в положении на
спине. Под эфирным наркозом минимально инва-
зивно скальпелем делали разрез кожи по краю ниж-
ней челюсти. Обеспечивали доступ к внешней по-

верхности тела мандибулярной кости путeм частич-
ного отслоения передне-нижнего края жевательной
мышцы. Шаровидным твердосплавным бором, ис-
пользуя портативную бормашину (УС-01 Селена-
2000, Россия), производили дефект – отверстие диа-
метром 2.0 мм. Рану послойно ушивали (группа “Пе-
релом). На следующие сутки после перелома ниж-
ней челюсти крыс подвергали процедуре свободного
плавания в клетке, сочетая травматическое повре-
ждение мандибулярной кости со стрессом (группа
“Перелом + стресс”).

Контролем служили животные, получавшие
внутрижелудочно 1%-ный крахмальный клейстер в
течение такого же срока, что и опытные крысы, по-
лучавшие препараты, модулирующие тиреоидный
статус.

Животных выводили из эксперимента на 14 день
свободного плавания (через 1 ч после последней
процедуры) (группа “Стресс”), на 15 день после
травматического повреждения нижней челюсти –
изолированного (группа “Перелом”) и комбиниро-
ванного со стрессом (группа “Перелом + стресс”).

Моделирование тиреоидного статуса. Эксперимен-
тальный гипотиреоз у крыс вызывали внутрижелудоч-
ным введением животным мерказолила (ООО “Фар-
мацевтическая компания “Здоровье”, Украина) в
дозе 25 мг в 1%-ном крахмальном клейстере на 1 кг
веса животного с помощью зонда с шаровидным на-
конечником в течение 20 сут (группа “Мерказолил).
Введение L-тироксина (L-Т4) (Berlin-Chemie AG,
“Менарини Групп”, Германия) осуществляли ана-
логичным способом в течение 28 сут в постепенно
нарастающих дозах (от 1.5 до 3.0 мкг/кг; группа “Ти-
роксин”), которые, как было установлено ранее, не
оказывали влияния на прирост массы тела крыс, ча-
стоту сердечных сокращений и уровень ЙТГ в кро-
ви, что позволило классифицировать их как малые,
близкие к физиологическим.

Для исключения влияния на изучаемые парамет-
ры самой процедуры введения мерказолила или L-
тироксина (внутрижелудочно жестким зондом), жи-
вотным всех групп за исключением интактных
(“Контроль”, “Стресс”, “Перелом”, “Перелом +
+ стресс”) также вводили 1%-ный крахмальный
клейстер таким же способом и в течение такого же
времени. Все воздействия на крыс (стресс, перелом)
осуществляли на следующий день после окончания
введения препаратов и установления моделирован-
ного тиреоидного статуса.

Гистология. Для приготовления гистологических
препаратов нижнюю челюсть фиксировали в забу-
ференном 10%-ном нейтральном формалине. Затем
материал подвергали декальцинации в 5%-ном рас-
творе муравьиной кислоты, проводили через бата-
рею спиртов для обезжиривания и заливали в пара-
фин. Готовили срезы толщиной 5–7 мкм. Препара-
ты окрашивали гематоксилином и эозином. Для
получения сопоставимых данных строго выдержи-
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вали продолжительность фиксации, декальцина-
ции, заливки, толщину срезов и технологию окраши-
вания. Обработку полученного от животных материала
с момента фиксации и до заключения в парафин про-
водили параллельно. Фотодокументирование гисто-
препаратов проводили с использованием фотообору-
дования Leiсa Microsystems (Германия).

В каждом препарате исследовали 5 полей зрения.
Наличие плотной неоформленной соединительной
ткани оценивали следующим образом: 0 (не наблю-
дается ни в одном поле зрения), 1 (визуализируется в
1–2-х полях), 2 (в 3–4-х) и 3 (во всех полях зрения). На-
личие островков хрящевой и незрелой костной ткани
оценивали как 0 (нет во всех полях), 1 (1–2 островка во
всех 5 полях), 2 (3–4 во всех 5 полях) и 3(5 и более
островков во всех 5 полях).

Количество коллагеновых волокон оценивали с
помощью измерительной сетки для цитогистосте-
реометрических исследований (Автандилов, 1990),
представляющей собой вырезанный из плотной
прозрачной плeнки прямоугольник, разделенный на
два квадрата, один из которых разделен на 4 более
мелких квадрата. В каждом из этих малых квадратов
имеется по 25 точек. Подсчет производили во всех
4 квадратах (100 точках). Учитывали количество во-
локон, имеющих контакт с точками, и выражали его
в %.

Все вышеприведенные исследования проводили
в области костного дефекта (перелома). Площадь S
Гаверсовых каналов изучали в ткани, прилежащей к
ней, и рассчитывали по формуле: S = πab, где S –
площадь эллипса, π – 3.1415, a – длина большой по-
луоси, b – длина малой полуоси. Длины полуосей
измеряли в мм с помощью изготовленной самостоя-
тельно сетки, представляющей собой квадрат из
плотной прозрачной плeнки размером стороны 5 см,
в центре которой типографским способом нанесены
две перпендикулярные линии, имеющие миллимет-
ровые деления. Точку их пересечения помещали на
середину длинной полуоси канала. Для стандартиза-
ции расчетов производили перерасчет мм в мкм с
помощью помещенной на каждом препарате линей-
ки с масштабом 10 мкм. На каждом препарате изме-
ряли самый крупный и самый мелкий каналы и рас-
считывали среднюю площадь.

Статистическая обработка данных. Результаты
анализировали с применением пакета прикладных
программ “STATISTICA 10.0” (StatSoftinc.,
STA999K347156-W). Для выбора методов статисти-
ческого анализа сначала определяли характер рас-
пределения признака, используя тест Шапиро–
Уилка. Поскольку было выявлено, что характер рас-
пределения признака в наших экспериментах не со-
ответствовал нормальному, для обработки данных
использовали методы непараметрической статисти-
ки. При межгрупповом сравнении и проведении
анализа различий по количественным параметрам
использовали U-критерий Манна–Уитни. Критиче-

ским уровнем значимости был принят p < 0.05. На-
личие (количество) КТ, ПНС-ткани и ХТ выражали
в баллах, коллагеновых волокон и площадь ГК – в
виде медиан и границ нижнего (25) и верхнего (75)
квартилей.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
У контрольных животных нами определялась

только площадь Гаверсовых каналов (в связи с от-
сутствием дефекта нижней челюсти), которая соста-
вила 0.31 (0.19; 0.49) мкм2. Введение крысам 1%-ного
крахмального клейстера (группа “Контроль”) и сво-
бодное плавание крыс в клетке (группа “Стресс”) не
оказали влияния на этот показатель (р > 0.05) (табл. 1).

Новообразование костной ткани после перелома.
После воспроизведения дефекта нижней челюсти
(группа “Перелом”) в области травматического по-
вреждения на 14-е сут визуализировался процесс ре-
паративной регенерации, который характеризовал-
ся следующими параметрами: количество плотной
неоформленной соединительной ткани (ПНС-
ткань) – 1 балл у 60% и 2 балла у 40% крыс; количе-
ство островков хрящевой ткани (ХТ) – 1 балл у 20%,
2 балла у 60%, 3 балла у 20% крыс; количество ост-
ровков незрелой костной ткани (КТ) оценивалось в
1 балл (20%) или в 2 балла (тоже 20% крыс); количе-
ство коллагеновых волокон – 16 (10; 20)%; площадь
Гаверсовых каналов (ГК) – 0.69 (0.59; 0.75) мкм2.
Показатель ГК по сравнению с группами “Кон-
троль” и “Стресс” был больше в 3 (р < 0.01) и 1.8 раза
(р < 0.05) соответственно. В целом, полученные дан-
ные отражают перестройку костной ткани для осу-
ществления процесса постфрактурного ремоделиро-
вания и свидетельствуют об окончании образования
тканевого регенерата в области перелома, что соот-
ветствует концу 2-ой стадии заживления костной
ткани.

Влияние стресса на формирование костной мозоли.
Стрессовое воздействие на животных, подвергнутых
травматическому повреждению мандибулярной ко-
сти (группа “Перелом + стресс”), негативно повлия-
ло на восстановление костного дефекта: количество
ПНС-ткани, оцениваемое в 1 балл, наблюдали у 20%
крыс, а в 2 и 3 балла – у 40%; количество островков
ХТ – в 1 балл у 80%, в 2 – у 10%, а у 10% крыс их не
выявили; количество островков незрелой КТ оцени-
ли в 1 балл у 40% животных, а у остальных не обна-
ружили (рис. 1).

Количество коллагеновых волокон в группе “Пе-
релом + стресс” составило 24 (15; 31)%, а площадь
ГК 0.95 (0.76; 1.23) мкм2. По сравнению с величиной
показателя ГК в группах “Контроль” и “Стресс” его
значение в группе “Перелом + стресс” было больше
в 2.5 и 4.1 раза (р < 0.01 в обоих случаях) соответ-
ственно.

По отношению к группе “Перелом” процесс зажив-
ления костной раны в группе “Перелом + стресс” был
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Таблица 1. Влияние тиреоидного статуса на гистоструктуру костной ткани нижней челюсти после ее эксперименталь-
ного перелома без и в сочетании со стрессом (плавание)

Примечание. Наличие (количество) ткани выражено в баллах по визуальной оценке гистологических срезов. Для коллагеновых во-
локон и площади ГК указаны медианы и границы нижнего (25) и верхнего (75) квартилей; число животных в каждой группе n = 10;
р – достоверность различий между группами сравнения (указаны в скобках рядом).

№ Группа животных
ПНС-ткань,

баллы
Островки ХТ,

баллы
Островки незрелой

КТ, баллы
Количество 

коллагеновых
волокон, %

Площадь ГК, мкм2

0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

1 Контроль 10 – – – 10 – – – 10 – – – – 0.38 (0.23; 0.51)
2 Стресс 10 – – – 10 – – – 10 – – – – 0.23 (0.19; 0.38)

р > 0.05 (1 и 2) р > 0.05 (1 и 2) р > 0.05 (1 и 2) – р > 0.05 (1 и 2)
3 Перелом – 6 4 – – 2 6 2 4 4 2 – 16 (10; 20) 0.69 (0.59; 0.75)

р < 0.01 (2 и 3) р < 0.01 (2 и 3) р < 0.05 (2 и 3) – р < 0.01 (2 и 3)
р < 0.01(1 и 3) р < 0.01 (1 и 3) р < 0.05 (1 и 3) – р < 0.05 (1 и 3)

4 Перелом + стресс – 2 4 4 1 8 1 – 6 4 – – 24 (15; 31) 0.95 (0.76; 1.23)
р < 0.01 (2 и 4) р < 0.01(2 и 4) р < 0.05 (2 и 4) – р < 0.01 (2 и 4)
р < 0.05 (3 и 4) р < 0.05 (3 и 4) р>0.05 (3 и 4) р < 0.05 (3 и 4) р < 0.025 (3 и 4)
р < 0.01 (1 и 4) р < 0.01 (1 и 4) р < 0.05 (1 и 4) – р < 0.01 (1 и 4)

5 Мерказолил 10 – – – 10 – – – 10 – – – – 0.21 (0.18; 0.32)
р > 0.05 (1 и 5) р>0.05 (1 и 5) р>0.05 (1 и 5) – р < 0.05 (1 и 5)

6 Мерказолил + 
+ стресс

10 – – – 10 – – – 10 – – – – 0.14 (0.11; 0.19)
р > 0.05 (5 и 6) р > 0.05 (5 и 6) р > 0.05 (5 и 6) – р < 0.05 (5 и 6)
р > 0.05 (1 и 6) р > 0.05 (1 и 6) р > 0.05 (1 и 6) – р < 0.01 (1 и 6)
р > 0.05 (2 и 6) р > 0.05 (2 и 6) р > 0.05 (2 и 6) – р < 0.05 (2 и 6)

7 Мерказолил +
+ перелом

– 1 3 6 3 7 – – 10 – – – 31 (26; 38) 0.97 (0.68; 1.31)
р < 0.01 (5 и 7) р < 0.01 (5 и 7) р > 0.05 (5 и 7) – р < 0.01 (5 и 7)
р < 0.01 (6 и 7) р < 0.01 (6 и 7) р > 0.05 (6 и 7) – р < 0.01 (6 и 7)
р < 0.01 (1 и 7) р < 0.01 (1 и 7) р > 0.05 (1 и 7) – р < 0.01 (1 и 7)
р < 0.01 (3 и 7) р < 0.01 (3 и 7) р < 0.05 (3 и 7) р < 0.01 (3 и 7) р < 0.05 (3 и 7)

8 Мерказолил + 
+ перелом + 
+ стресс

– – 1 9 6 4 – – 10 – – – 35 (29; 39) 1.28 (1.12; 1.53)
р < 0.01 (5 и 8) р < 0.05(5 и 8) р > 0.05(5 и 8) – р < 0.01 (5 и 8)
р < 0.01 (6 и 8) р < 0.05 (6 и 8) р > 0.05 (6 и 8) – р < 0.01 (6 и 8)
р > 0.05 (7 и 8) р > 0.05 (7 и 8) р > 0.05 (7 и 8) р > 0.05 (7 и 8) р < 0.025 (7 и 8)
р < 0.01 (1 и 8) р < 0.05 (1 и 8) р > 0.05 (1 и 8) – р < 0.01 (1 и 8)
р < 0.05 (4 и 8) р < 0.05 (4 и 8) р < 0.05 (4 и 8) р < 0.05 (4 и 8) р < 0.05 (4 и 8)

9 Тироксин 10 – – – 10 – – – 10 – – – – 0.44 (0.36; 0.58)
р > 0.05 (1и 9) р > 0.05 (1и 9) р > 0.05 (1и 9) – р > 0.05 (1и 9)

10 Тироксин +
+ стресс

10 – – – 10 – – – 10 – – – – 0.33 (0.19; 0.53)
р > 0.05 (9 и 10) р > 0.05 (9 и 10) р > 0.05 (9 и 10) – р > 0.05 (9 и 10)
р > 0.05 (1 и 10) р > 0.05 (1 и 10) р > 0.05 (1 и 10) – р > 0.05 (1 и 10)
р > 0.05 (2 и 10) р > 0.05 (2 и 10) р > 0.05 (2 и 10) – р > 0.05 (2 и 10)

11 Тироксин +
+ перелом

3 6 1 – – – 4 6 – 5 4 1 6 (1; 11) 0.57 (0.49; 0.67)
р < 0.01 (9 и 11) р < 0.01 (9 и 11) р < 0.01 (9 и 11) – р < 0.05 (9 и 11)
р < 0.01 (10 и 11) р < 0.01 (10 и 11) р < 0.01 (10 и 11) – р < 0.05 (10 и 11)
р < 0.01 (1 и 11) р < 0.01 (1 и 11) р < 0.01 (1 и 11) – р < 0.025 (1 и 11)
р < 0.05 (3 и 11) р < 0.05 (3 и 11) р < 0.05 (3 и 11) р < 0.05 (3 и11) р < 0.05 (3 и 11)

12 Тироксин +
+ перелом +
+ стресс

– 6 4 – – 5 3 2 2 6 2 – 12 (7; 18) 0.66 (0.48; 0.91)
р < 0.01 (9 и 12) р < 0.01 (9 и 12) р < 0.01 (9 и 12) – р < 0.05 (9 и 12)
р < 0.01 (10 и 12) р < 0.01 (10 и 12) р < 0.01 (10 и 12) – р < 0.025 (10и12)
р < 0.05 (11 и 12) р < 0.025 (11 и 12) р > 0.05 (11 и 12) р > 0.05 (11и 12) р < 0.05 (11 и 12)
р < 0.01 (1 и 12) р < 0.01 (1 и 12) р < 0.01 (1 и 12) – р < 0.025 (1 и 12)
р < 0.05 (4 и 12) р < 0.05 (4 и 12) р < 0.05 (4 и 12) р < 0.01 (4 и 12) р < 0.05 (4 и 12)
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замедлен: доля животных, имеющих количество
ПНС-ткани с оценкой в 1 балл, была на 40% мень-
ше, а у 40% крыс появилась ПНС-ткань с оценкой
3 балла. У 10% животных группы этой группы ост-
ровки ХТ вообще не визуализировались, островков с
оценкой в 1 балл было больше на 60%, а в 2 балла –
напротив, меньше на 50%, чем в группе “Перелом”.
Отсутствовали крысы, имевшие количество остров-
ков ХТ с оценкой 3 балла. Количество островков не-
зрелой КТ в 1 балл было больше на 20%, и не было
животных с их количеством в 2 балла. Количество
коллагеновых волокон было больше на 8% (р < 0.05),
а площадь ГК была выше в 1.4 раза (р < 0.025).

Следовательно, стресс значительно ухудшает
процесс остеорегенерации, индуцированный экспе-
риментальным моделированием перелома нижнече-
люстной кости, о чем свидетельствует снижение
скорости образования тканевого регенерата в обла-
сти дефекта. Это привело к тому, что в группе “Пе-
релом + стресс” в отличие от группы “Перелом” за
14 сут не завершилась 2-ая стадия образования кост-
ной мозоли, т.е. образование и дифференцирование
тканевых структур (Волотовский и др., 2010).

Влияние гипотиреоза на гистоструктуру костной
ткани нижней челюсти. После введения мерказолила
(группа “Мерказолил”) в микропрепаратах опреде-
ляли только площадь ГК (в связи с отсутствием де-
фекта), которая составила 0.21 (0.18; 0.32) мкм2. По
сравнению с аналогичным параметром у контроль-

ных крыс она была меньше в 1.8 раза (р < 0.05). Сле-
довательно, экспериментальный гипотиреоз per se
приводит к сужению просвета ГК. Такая деформа-
ции остеонов может являться признаком развития
остеопороза.

Влияние гипофункции щитовидной железы на вы-
званные стрессом морфологические изменения мандибу-
лярной кости. После стресса у животных, которым вво-
дили тиреостатик (группа “Мерказолил + стресс”), ви-
зуализировались ещe более значительные изменения
микроструктуры костной ткани: площадь ГК состави-
ла 0.14 (0.11; 0.19) мкм2, т.е. была в 1.5 раза меньше по
отношению к таковой в группе “Мерказолил” (р <
< 0.05). По сравнению с аналогичными значениями в
контроле и после стресса у эутиреоидных крыс (с нор-
мальным уровнем ЙТГ) площадь ГК была меньше в 2.7
(р < 0.01) и 1.6 раза (р < 0.05) соответственно. Следова-
тельно, стресс ускоряет вызванный гипофункцией
щитовидной железы процесс развития остеопороз-
ных изменений в мандибулярной костной ткани.

Влияние гипотиреоза на образование остеорегене-
рата в области травматического повреждения нижней
челюсти. Моделирование перелома нижнечелюст-
ной кости у животных, получивших мерказолил
(группа “Мерказолил + перелом”), значительно
снижало скорость заживления костной раны: коли-
чество ПНС-ткани в 1 балл визуализировали у 10%
крыс, в 2 балла – у 30%, в 3 балла – у 60%; количество
островков ХТ в 1 балл – у 70% а у остальных крыс

Рис. 1. Гистологическая картина области посттравматического восстановления мандибулярной костной ткани в группе крыс
“Перелом + стресс” Здесь и на рис. 2 и 3: 1 – Гаверсов канал, 2 – хрящевая ткань, 3 – коллагеновые волокна, 4 – незрелая
костная ткань. Увел. об.: 63×.
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они не выявлялись; островки незрелой КТ отсут-
ствовали у всех животных; количество коллагеновых
волокон составило 31 (26; 38)%; площадь ГК 0.97
(0.68; 1.31) мкм2. По отношению к величине ГК в
группах “Мерказолил” и “Контроль” этот показа-
тель был выше в 4.6 и 2.5 раза (р < 0.01 в обоих случа-
ях) соответственно.

По сравнению с группой “Перелом” скорость
постфрактурного восстановления кости нижней че-
люсти была снижена: доля животных, имевших ко-
личество ПНС-ткани в 1 балл, была меньше на 50%,
а в 2 балла – на 10%. Появились крысы с количе-
ством ПНС-ткани в 3 балла (60%) и без островков
ХТ в области костного дефекта (30%). Число послед-
них в 1 балл было на 50% больше, отсутствовали
крысы, имевшие количество островков ХТ, соответ-
ствующее 2 и 3 баллам, а также имевшие островки
незрелой КТ. Количество коллагеновых волокон
было больше на 15% (р < 0.01), а площадь ГК больше
в 1.4 раза (р < 0.05).

Следовательно, гипотиреоз существенно замед-
ляет процесс регенерации в мандибулярной кости:
гистологическая картина постфрактурной области
соответствует лишь началу 2-ой стадии заживления
перелома, тогда как у эутиреоидных животных ана-
логичной группы она достигает завершения.

Влияние гипофункции щитовидной железы на репа-
ративную реакцию костной ткани в области дефекта
нижнечелюстной челюсти в условиях стресса. Сочета-
ние травматического повреждения мандибулярной ко-

сти со стрессовым воздействием у гипотиреоидных
крыс (группа “Мерказолил + перелом + стресс”) при-
вело к наиболее выраженному ухудшению репара-
тивных процессов в области костного дефекта: ко-
личество ПНС-ткани, оцениваемое в 2 балла, наблю-
дали у 10% животных, в 3 балла – у 90%; количество
островков ХТ с оценкой в 1 балл наблюдали у 40%, а у
остальных крыс они отсутствовали. Островки незре-
лой КТ не визуализировались ни в одном препарате.
Число коллагеновых волокон составило 35 (29; 39)%,
площадь ГК – 1.28 (1.12; 1.53) мкм2 (рис. 2). Площадь
ГК по сравнению со значением в группах “Мерказо-
лил”, “Контроль” и “Мерказолил + стресс” была
больше в 6.1, 3.4 и 9.1 раза (р < 0.01 во всех случаях).

По отношению к группе “Мерказолил + перелом”
количество ПНС-ткани в 2 балла было меньше на 20%,
в 3 балла, напротив, больше на 30% (р < 0.01), оценка
1 балл отсутствовала. Количество островков ХТ,
оцениваемое в 1 балл, стало меньше на 30%, а доля
животных, не имеюших островков ХТ в остеорегене-
рате, выросла на 30% (р < 0.05).

По сравнению с группой “Перелом + стресс” ре-
паративный процесс, протекающий в области кост-
ной раны нижней челюсти, значительно замедлился:
доля крыс с количеством ПНС-ткани в 2 балла была
на 30% меньше, тогда как с оценкой в 3 балла – на
50% больше; отсутствовали животные с числом
ПНС-ткани в дефекте в 1 балл и имевшие островки
незрелой КТ в его области. Крысы без островков ХТ в
остеорегенерате встречались в 2 раза чаще, количество

Рис. 2. Область репарации дефекта костной ткани нижней челюсти у крыс в руппе “Мерказолил + перелом + стресс”. Увел.
об.: 63×.
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островков ХТ в 1 балл было на 40% меньше. Число кол-
лагеновых волокон было выше на 11% (р < 0.05), пло-
щадь ГК выросла в 1.3 раза (р < 0.05).

Следовательно, гипотиреоз значительно ухудша-
ет процесс восстановления костного дефекта ниж-
ней челюсти не только в отсутствие стресса, но и в
его условиях, в связи с чем остеорегенерация дости-
гает только лишь окончания 1-ой стадии (первичная
бластома). Вместе с тем, у эутиреоидных крыс груп-
пы “Перелом + стресс” она доходит до завершения.

Таким образом, гипофункция щитовидной желе-
зы сама по себе вызывает сужение Гаверсовых кана-
лов мандибулярной костной ткани, провоцирует его
при стрессе и тормозит процесс образования регене-
рата на старте 2-ой стадии заживления после перело-
ма нижней челюсти. При моделировании дефекта у
гипотиреоидных животных, подвергнутых стрессу,
образование костной мозоли тормозится уже на пер-
вой стадии процесса.

Следует обратить внимание на тот факт, что у
крыс с интактным тиреоидным статусом стресс спо-
собствовал увеличению количества ПНС-ткани и,
напротив, уменьшению островков ХТ в области де-
фекта кости. В целом, эти данные могут быть оцене-
ны как ухудшение заживления области травматиче-
ского повреждения мандибулярной кости в услови-
ях стресса. Отсутствие влияния стресса на число
островков незрелой КТ, по нашему мнению, объяс-
няется тем, что консолидация перелома у животных
как подвергнутых стрессу, так и у нестрессирован-
ных, достигла в период исследования только стадии
образования хрящевой мозоли.

У гипотиреоидных крыс группы “Мерказолил +
+ перелом + стресс” все оцененные нами параметры
гистоструктуры образовавшегося регенерата досто-
верно не отличались от параметров в группе “Мер-
казолил + перелом” (за исключением площади ГК,
которая была больше), однако на большинстве ги-
стологических срезов наблюдали формирование
грануляционной ткани в очаге повреждения, что го-
ворит о торможении процесса заживления. Иными
словами, стресс оказывает негативное воздействие
на восстановление КТ, наблюдавшееся и у эутирео-
идных животных, однако менее выраженное. Мы
полагаем, что этот факт связан с тем, что моделиро-
вание травматического повреждения у крыс, полу-
чавших мерказолил, само по себе вызвало глубокие
изменения микроструктуры в области дефекта.

Влияние L-Т4 в малых дозах на гистологическую
картину ткани нижней челюсти крыс без и в условиях
стресса. Введение L-Т4 (группа “Тироксин”) не
привело к изменению строения мандибулярной
костной ткани. Стресс у животных, получавших L-Т4
(группа “Тироксин + стресс”), как это имело место
и после аналогичного воздействия без препарата, не
повлиял ни на один из исследованных нами показа-
телей, вследствие чего их величина не отличалась от
групп “Контроль” и “Стресс”.

Влияние L-Т4 в дозах, близких к физиологическим,
на процесс созидания и развития костной ткани после
механического повреждения нижней челюсти. При
воспроизведении перелома мандибулы у крыс после
курса L-Т4 (группа “Тироксин + перелом”) визуали-
зировали значительное улучшение развития пост-
фрактурной костной мозоли: количество ПНС-тка-
ни, соответствующее 1 баллу, наблюдали у 60% жи-
вотных, 2 баллам – у 10%, а у остальных животных ее
не выявляли; число островков ХТ с оценкой 2 балла
было у 40% крыс, 3 балла – у 60%; количество ост-
ровков незрелой КТ с оценкой 1, 2 и 3 балла наблю-
дали у 50, 40 и 10% животных соответственно. Коли-
чество коллагеновых волокон составило 6 (1; 11)%,
площадь ГК – 0.57 (0.49; 0.67) мкм2. По сравнению с
группами “Тироксин” и “Контроль” площадь ГК
выросла в 1.3 (р < 0.05) и 1.5 (р < 0.025) раза соответ-
ственно.

По сравнению с группой “Перелом” процесс ре-
паративной регенерации, происходящий в области
костного дефекта нижней челюсти, был значительно
ускорен: крыс с количеством ПНС-ткани в 2 балла,
было на 30% меньше и появились животные без
ПНСТ в области регенерата (30%). Не было выявле-
но препаратов с количеством островков ХТ в обла-
сти костной раны в 1 балл, с двумя баллами встреча-
лись реже на 20%, с тремя – напротив, на 40% чаще.
Во всех срезах остеорегенератов были обнаружены
островки незрелой КТ, причем их количество с
оценкой 1 и 2 балла было больше на 30 и 20% соот-
ветственно, а у 10% крыс образовались островки не-
зрелой КТ в количестве, соответствующем 3 баллам.
Количество коллагеновых волокон было ниже на
10%, площадь ГК меньше в 1.2 раза (р < 0.05 в обоих
случаях).

Следовательно, близкие к физиологическим дозы
тироксина способствуют интенсификации процесса
заживления костной раны, индуцированному экс-
периментальным моделированием перелома нижне-
челюстной кости, вследствие чего происходит зна-
чительное увеличение скорости образования ткане-
вого регенерата в области дефекта. Полученные
нами данные позволяют сделать заключение о том,
что в группе “Тироксин + перелом” остеоцитарная
регенерация достигла 3-ей стадии (образование ан-
гиогенных костных структур), тогда как в группе
“Перелом” – лишь окончания второй.

Влияние малых доз L-Т4 на постфрактурное ремо-
делирование ткани нижней челюсти на фоне стресса.
L-Т4 в малых дозах оказал защитное действие и при
сочетании перелома нижнечелюстной кости со
стрессом (свободным плаванием в клетке). Так, ко-
личество ПНС-ткани, характеризующееся 1 и 2 бал-
лами, визуализировалось у 60 и 40% животных соответ-
ственно; число островков ХТ с оценкой в 1, 2 и 3 балла
наблюдали у 50, 30 и 20% животных соответственно;
количество островков незрелой КТ в 1 и 2 балла – у
60 и 20% крыс, а у остальных их не выявили. Количе-
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ство коллагеновых волокон составило 12 (7; 18)%,
площадь ГК – 66 (0.48; 0.91) мкм2 (рис. 3). По срав-
нению с показателем в группах “Тироксин”, “Кон-
троль” и “Тироксин + стресс” площадь ГК была
больше в 1.5, 1.7 и 2 раза соответственно (р < 0.05, р <
< 0.025 и р < 0.025).

По отношению к группе “Тироксин + перелом”
число крыс в группе “Тироксин + перелом + стресс”
с количеством ПНС-ткани в 2 балла было на 30%
больше, отсутствие ПНС-ткани не регистрировали
ни в одном препарате. На гистологических срезах
появились островки ХТ с количеством в 1 балл
(50%), а с количеством в 2 и в 3 балла они встреча-
лись реже на 10 и 40% соответственно. Островки не-
зрелой КТ в области перелома не обнаружили у 20%
животных и ни на одном препарате не визуализиро-
вали их количество в 3 балла. Площадь ГК была
меньше в 1.4 раза (р < 0.05).

По сравнению с группой “Перелом + стресс”
скорость репаративной регенерации нижней челю-
сти в группе “Тироксин + перелом + стресс” была
выше: в области костной раны доля крыс с количе-
ством ПНС-ткани в 1 балл была на 40% больше, от-
сутствовали препараты с количеством ПНС-ткани и
островков ХТ в 3 балла. Количество островков ХТ в
1 балл было меньше на 30%, в 2 балла, напротив,
больше на 20%. Было обнаружены срезы с количе-
ством островков ХТ в 3 балла (у 20% животных).
Число островков незрелой КТ в области дефекта в
1 балл было больше на 20%, появилось 20% живот-
ных, в регенерате которых островки незрелой КТ со-

ставляли 2 балла, а количество крыс с их отсутствием
на гистопрепаратах уменьшилось на 40%. Число
коллагеновых волокон было ниже на 12% (р < 0.01),
площадь ГК меньше в 1.4 раза (р < 0.05).

Следовательно, тироксин в малых дозах миними-
зирует негативное воздействие стресса на процесс
постфрактурной регенерации нижней челюсти и
стимулирует интенсивность процесса восстановле-
ния костной раны. Вследствие этого процесс дохо-
дит до начала 3-ей стадии остеорегенерации в отличие
от эутиреоидных животных с экспериментальным пе-
реломом мандибулярной кости, подвергнутых стрессу,
у которых он достиг только второй.

В целом, результаты проведенного нами гистоло-
гического исследования свидетельствуют о том, что
стресс снижает скорость образования тканевого ре-
генерата крыс в области травматического поврежде-
ния нижнечелюстной кости и препятствует завер-
шению 2-ой стадии образования костной мозоли.
Экспериментальный гипотиреоз per se приводит к
сужению просвета Гаверсовых каналов и наруше-
нию трофики костной ткани и интенсифицирует
этот процесс при стрессе, а также замедляет пост-
фрактурную репаративную регенерацию. Вслед-
ствие этого при сочетанном воздействии гипотирео-
за и стресса образование костной мозоли тормозится
уже на 1-ой стадии процесса. Введение близких к
физиологическим доз тироксина способствует вос-
становлению травматического дефекта нижней че-
люсти и ограничивает негативное воздействие

Рис. 3. Регенерация костной раны нижней челюсти у крыс в группе “Тироксин + перелом + стресс”. Увел. об.: 63×.
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стресса на протекание гистологических стадий репа-
ративной реакции.

Полученные результаты доказывают, что реализа-
ция фаз восстановления котной ткани в области по-
вреждения, изолированного и комбинированного со
стрессом, зависит от тиреоидного статуса – замедля-
ется при гипофункции щитовидной железы и, напро-
тив, интенсифицируется при введении тироксина в
дозах, близким к физиологическим. Наши морфоло-
гические данные подтверждают высказанное нами
предположение об участии ЙТГ в процессе пост-
фрактурной остеорегенерации, в том числе в услови-
ях стресса, обусловленном стимуляцией стресс-ли-
митирующих механизмов и фундаментальным воз-
действием ЙТГ на клеточный геном (Bianco et al.,
2019). В реализации обсуждаемого эффекта, возмож-
но, имеет значение и негеномное действие ЙТГ, за-
ключающееся в повышении проницаемости клеточ-
ных мембран и стимуляции энергетических процес-
сов в митохондриях (Cayrol et al., 2019), что создает
условия для создания и эффективного использования
ресурсов материнского запаса для формирования
костного регенерата.

Результаты работы представляют интерес не
только фундаментальный интерес для науке о чело-
веке, но и для практической медицины в связи с ши-
рокой распространенностью патологии щитовид-
ной железы (https://www.endocrincentr.ru/news/25-
maya-vsemirnyy-den-shchitovidnoy-zhelezy) и серьeз-
ностью еe последствий для всех систем организма, в
том числе для костной.
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Influence of the Thyroid Status on the Structure and Process of Restoration 
of the Rat’s Lower Jaw Traumatic Damage Area under Stress

I. V. Gorodetskayaa and T. N. Markevicha, *
a Department of Normal Physiology of Vitebsk State Order of Peoples’ Friendship Medical University, Vitebsk, 210009 Belarus

*e-mail: tanya.markevich86@mail.ru

The role of iodine-containing thyroid hormones in the process of postfracture repair of bone tissue under stress con-
ditions was studied on 130 white outbred male rats. It has been shown that stress (free swimming in the cage) worsens
the process of restoration of the fracture area of the lower jaw (holes with a diameter of 2.0 mm), in particular, on
the 14th day, the number of islets of cartilaginous and immature bone tissue decreases against the background of an
increase in the number of dense loose connective tissue, collagen fibers and the area of the Havers canals. All this
indicates inhibition of the phases of the reparative response in the area of damage. All this indicates inhibition of the
phases of the reparative response in the area of damage. Experimental hypothyroidism (25 mg/kg of mercazolil in-
tragastrically for 20 days) negatively affects the trophism of the bone tissue itself and slows down the healing of the
bone defect. L-thyroxine, on the other hand, in doses close to physiological (1.5–3.0 μg/kg intragastrically for 28
days) intensifies this process both after an isolated traumatic injury of the mandibular bone and after its combination
with stress. In general, the results obtained reveal a new aspect of the anti-stress effect of iodine-containing thyroid
hormones – their participation in post-fractural osteoregeneration under stress. The mechanisms of the obtained
effect, which may be associated with the genomic and non-genomic action of iodine-containing thyroid hormones,
are discussed.

Keywords: iodine-containing thyroid hormones, stress, fracture of the lower jaw
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Подобраны условия индукции и периодического культивирования каллусной культуры из корневых экс-
плантов солодки Glycyrrhiza glabra L. Основным отличием подобранной среды от уже описанных в литера-
туре являлось применение смеси фитогормонов – кислот индолилуксусной (ИУК, 1.5 мг/л) и нафтилук-
сусной (НУК, 1.5 мг/л), а также кинетина (1 мг/л). Полученный каллус сложно организован и обладает
способностью к синтезу вторичных соединений. Сферообразные клеточные комплексы, составляющие
каллус, рассматриваются как ксилемные нодулы. Гистохимическое изучение локализации флавонолов и
терпенов позволило выявить клетки каллуса и клеточные органеллы локализации вторичных метаболи-
тов. Содержание в каллусе (на 1 г сухого веса) к завершению пассирования составляло: глицирризиновой
кислоты – 74.65 мг/г, фенольных соединений – 19.65 ± 0.8 мг/, флавонолов – 3.46 ± 0.07 мг/г. Полученная
каллусная культура Glycyrrhiza glabra L. может найти применение для получения ценных биологически ак-
тивных веществ.

Ключевые слова: cолодка голая Glycyrrhiza glabra, каллусная культура, глицирризиновая кислота, феноль-
ные соединения, флавонолы, DPBA, NADI
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Солодка голая (Glycyrrhiza glabra L.) – ценное рас-
тение, находящее применение в медицине, пищевой
промышленности, косметике. Экстракты растений
обладают противовоспалительными, анальгезирую-
щими, жаропонижающими, иммуностимулирующи-
ми, противовирусными свойствами (Толстиков и др.,
2007; Бычкова и др., 2011). В качестве исходного сы-
рья для производства как фармакологической, так и
пищевой продукции используют корни 4–6-летних
растений солодки (Шретер, 1972; Шретер и др,
2004). Основными ценными биологически актив-
ными вторичными метаболитами солодки голой яв-
ляются фенольные соединения и глицирризиновая
кислота. 

Содержание глицирризиновой кислоты в расте-
ниях носит сезонный характер и зависит от почв и
условий произрастания (Яницкая, 2015), что вносит
определенные сложности в получение достаточного
количества однородного качественного сырья. На-
ряду с традиционным источником сырья, альтерна-
тивным источником может быть культура клеток,
позволяющая получать растительное сырье в доста-

точных количествах в короткие, по сравнению с вы-
ращиванием в естественных условиях, сроки, а так-
же в экологически безопасных условиях.

В настоящее время разработаны методы микро-
клонального размножения Glycyrrhiza glabra L. вер-
хушечными меристемами и почками боковых кор-
ней (Badkhane et al., 2014; Pandey, Ayangla, 2018). Опи-
сана методика получения эмбриогенного каллуса из
гипокотильных эксплантов G. glabra L. (Fu et al., 2010).
Подобраны условия для индукции и поддержания кал-
лусных и суспензионных культур, обладающих синте-
зом фенольных соединений (Hayashi et al., 1988).

В 70-е гг. годы прошлого века были опубликова-
ны противоречивые сведения о синтезе глицирризи-
новой кислоты в каллусных культурах G. glabra L. В
более поздней работе Хаяши (Hayashi, 1988) в каллу-
сной культуре и суспензионной культуре G. glabra L.
была обнаружена лишь бетулиновая кислота, гли-
цирризиновая кислота не синтезировалась. По мне-
нию исследователей, синтез глицирризиновой кис-
лоты в условиях in vitro может происходить в клеточ-
ных культурах G. glabra L., имеющих какую-либо
дифференцировку. В условиях in vitro, дифференци-
ация – формирование тканей и органов – регулиру-
ется экзогенными фитогормонами и условиями
культивирования (Halder, Jha, 2020).

Принятые сокращения: БАВ – биологически активное вещество;
6-БАП – 6-бензиламинопурин; 2,4-Д – 2,4-дихлорфеноксиук-
сусная кислота; ИУК – индолилуксуснаякислота; НУК – нафти-
луксусная кислота; ЭВ – экстраклеточные выделения.

УДК 57.085.23
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Несмотря на многочисленные опубликованные
работы по клеточным культурам различных видов
солодки (Pandey, Ayangla, 2018), детальные гистоло-
гические исследования каллусных культур этого
растения не известны.

Цель нашей работы заключалась в получении
длительно пассируемой и способной к синтезу вто-
ричных соединений каллусной культуры солодки
голой. Задачами исследования являлись подбор оп-
тимального состава питательной среды для индук-
ции и поддержания каллуса, морфологический и ги-
стологический анализ полученной культуры, а также
оценка содержания в ней вторичных соединений.
Полученные результаты могут служить основой для
дальнейших исследований по подбору условий куль-
тивирования каллусов солодки с целью получения
продуцентов биологически активных соединений.

МАТЕРИАЛ МЕТОДИКА

Объект исследования. Для индукции каллусогене-
за использовали корневые экспланты корней асеп-
тически выращиваемых растений солодки голой
Glycyrrhiza glabra L. в возрасте 30 сут c хорошо разви-
той корневой системой. Растения выращивали из
семян солодки голой, полученных из питомника
редких и лекарственных растений Г.А. Анисимова
(Томск, Россия). Семена стерилизовали в 10%-ном
растворе гипохлорита натрия и переносили на ага-
ризованную среду МS (Murashige, Skoog, 1962) без
фитогормонов. Появившиеся проростки, а затем и
растения выращивали на агаризованной среде МS
(Murashige, Skoog, 1962) без фитогормонов (фотопе-
риод: 16 ч день, 8 ч ночь; температура 24–25°С). Для
получения и поддержания культуры клеток приме-
няли разные питательные среды на основе среды MS
(Murashige, Skoog, 1962). Описание использованных
сред дано ниже в разделе “Результаты”. Величину
рН всех питательных сред доводили до 5.5–5.6, ис-
пользуя 1 н соляную кислоту. Среды автоклавирова-
ли в течение 1 ч при давлении 0.8 атм. Полученная и
используемая в работе каллусная культура поддер-
живается нами на подобранной питательной среде
при регулярных пересадках уже в течение 2 лет.

Гистологическая характеристика каллусных куль-
тур. Материал фиксировали в 2.5%-ном глутаровом
альдегиде (Fluca, Швейцария), приготовленном на
0.1 М фосфатном буферном растворе (рН 7.3). Об-
разцы промывали 0.1 М фосфатным буфером в тече-
ние 1 ч. Постфиксацию образцов осуществляли в те-
чение 3 ч в 1%-ном растворе OsO4 (Alfa Aesar, США),
приготовленном на 0.1 М фосфатном буфере (рН 7.3),
содержащем сахарозу (25 мг/мл). Объекты обезво-
живали в спиртах с постепенным возрастанием их
концентрации, ацетоне и пропилене (Acros, США).
Далее объекты заключали в эпоксидную смолу Epon
812 (Sigma-Aldrich, Германия). Полутонкие срезы
толщиной 3 мкм изготавливали на ультрамикротоме
UltraсutE (Reichert-Jung, Австрия) и окрашивали
0.5%-ным раствором толуидинового синего (Serva,

Германия) в 0.1%-ном растворе Na2CO3 (ОТК Экос-1,
Россия) (pH 11.1) с нагреванием при 60°С на пред-
метном столике Slides Warmer XH-2002 (CfA and Scien-
tific Co., Inc, США) в течение 1–6 мин (Trump et al.,
1961). Срезы изучали с помощью микроскопа
Jenamed (Carl Zeiss, Германия), изображения полу-
чали с помощью цифровой камеры AxioCam MRc5
(Carl Zeiss, Германия).

Определение содержания глицирризиновой кисло-
ты. Определение проводили согласно методике фар-
макопеи РФ для корней солодки (Государственная
фармакопея РФ, 2018; ФС 2.5.0040.15: http://femb.ru/
femb/pharmacopea.php). Для этого 0.05 г предвари-
тельно растертой сухой каллусной ткани помещали в
плотно закрывающуюся пластиковую пробирку и
заливали 0.5 мл 3%-ного раствора азотной кислоты в
ацетоне (ОТК Экос-1, Россия). Инкубировали 10
мин в ультразвуковой ванне при 20°С. Оставляли на
50 мин при интенсивном встряхивании. Центрифу-
гировали 5 мин при 12000 g. Супернатант отбирали,
а осадок заливали 0.75 мл ацетона и помещали на во-
дяную баню при 60°С на 5 мин. Охлаждали и центри-
фугировали 5 мин при 12000 g. Супернатант отделя-
ли, а осадок заливали 0.25 мл ацетона и встряхивали.
Центрифугировали 5 мин при 12000 g и отбирали су-
пернатант. Все супернатанты объединяли и доводи-
ли ацетоном до 5 мл. К полученному экстракту по
каплям добавляли 10%-ный водный раствор аммиа-
ка до образования желтого творожистого осадка.
При этом контролировали уровень рН с помощью
индикаторной бумаги. Титровали до рН 8.5. Осадок
собирали центрифугированием в течение 10 мин при
3000 g. Супернатант сливали, а осадок заливали 1 мл
дистиллированной воды (V1). Из этого раствора от-
бирали 0.5 мл (V2) и добавляли 4.5 мл дистиллиро-
ванной воды (V3). Получали кривую поглощения в
диапазоне длин волн от 200 до 500 нм, используя
спектрофотометр Lambda 25 (Perkin Elmer, США).
Измеряли оптическую плотность раствора при длине
волны 258 нм и толщине слоя 1 см. Содержание глиц-
ирризиновой кислоты Q (мг на 1 г сухого веса) опреде-
ляли по формуле: Q = (D ⋅ V1 ⋅ V3)/(V2 ⋅ M × 106) где, D –
оптическая плотность, M – масса навески.

Определение суммы растворимых фенольных со-
единений. Клеточную массу отделяли от среды куль-
тивирования, лиофильно высушивали и растирали в
порошок. К навеске 25 мг добавляли 500 мкл 80%-
ного метанола и инкубировали на водяной бане при
температуре 80°С в течение 30 мин. Полученный
экстракт центрифугировали при 12000 g в течение
10 мин. Определение содержания растворимых фе-
нольных соединений проводили по методу Фолина−
Чокальтеу в модификации Синглетона−Росси (Sin-
gleton, Rossi, 1965). К 0.1 мл спиртового экстракта
фенольных соединений добавляли 0.5 мл реактива
Фолина−Чокальтеу (Folin-Ciocalteu; PanReac Appli-
Chem, Германия), через 3 мин приливали 0.4 мл вод-
ного раствора Na2CO3 (75 г/л) (ОТК Экос-1, Россия).
В контрольные пробирки вместо экстракта вносили
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0.1 мл 80%-ного метанола. Пробирки с реакционной
смесью хорошо встряхивали и оставляли на 2 ч в
темноте. Измерение оптической плотности прово-
дили в микрокюветах на спектрофотометре при дли-
не волны 765 нм. Содержание фенольных соедине-
ний в экстракте определяли с помощью калибровоч-
ной кривой, построенной по галловой кислоте.
Содержание фенольных соединений выражали в мг-
экв галловой кислоты (Acros Organics, США) на 1 г
сухого веса. Для расчета общего содержания в образ-
це внутриклеточных фенольных соединений (ФС,
мг-экв галловой кислоты на 1 г сухого веса) использо-
вали формулу: ФС = (СVэкстракта)/(M × 1000), где С –
концентрация фенольных соединений, полученная
по калибровочной кривой на основе оптической
плотности образцов; Vэкстракта – общий объeм экс-
тракта, мл; M – масса навески, г; 1000 – коэффици-
ент перевода л в мл (объeма экстракта).

Определение содержания флавоноидов. Для опре-
деления суммарного содержания флавоноидов к
150 мкл спиртового экстракта фенольных соедине-
ний добавляли 450 мкл 80%-ного этанола и 30 мкл
5%-ного раствора AlCl3 (Компонент-Реактив, Рос-
сия) в 2%-ном спиртовом растворе уксусной кисло-
ты (ОТК Экос-1, Россия). Перемешивали и оставля-
ли на 30 мин. Затем измеряли оптическую плотность
раствора при 425 нм, используя спектрофотометр
Lambda 25 (Perkin Elmer, США). Калибровочную
кривую строили по известным концентрациям квер-
цетина (Alfa Aesar, США).

Гистохимическое выявление терпенов. Для опреде-
ления терпенов в каллусной культуре готовили све-
жие срезы каллусной ткани толщиной 25 мкм на
микротоме с вибрирующим лезвием VT1000 S (Leica,
Германия). Срезы окрашивали реактивом NADI, со-
стоящим из 0.5 мл 1%-ного раствора нафтола (ОТК
Экос-1, Россия), приготовленного в 40%-ом этило-
вом спирте, 0.5 мл 1%-ного водного раствора N,N-
диметил-п-фенилендиамина солянокислого (ОТК
Экос-1, Россия) и 49 мл 0.05 М фосфатного буфера
(рН 7.2) (Pasqua et al., 2002). Срезы помещали в реак-
тив на 1 ч при комнатной температуре. Окрашенные
срезы отмывали 0.1 М фосфатным буфером (рН 7.2).
Согласно данным литературы, реактивом NADI терпе-
ны окрашиваются в фиолетовый цвет (Pasqua et al.,
2002), а эфирные масла – в голубой (Machado et al.,
2006). Срезы изучали с помощью микроскопа Jenamed
(Carl Zeiss, Германия), фотографировали цифровой
камерой AxioCam MRc5 (Carl Zeiss, Германия).

Гистохимическое выявление крахмала. Присут-
ствие крахмала в клетках каллуса определяли с по-
мощью реактива Люголя (раствор йода в йодиде ка-
лия по методу Грама): навеску 2 г йодистого калия
(Компонент-Реактив, Россия) растворяли при на-
гревании в 5 мл дистиллированной воды, добавляли
1 г кристаллического йода и доводили объем раство-
ра до 300 мл (Барыкина и др., 2004). На давленые
препараты каллусной ткани наносили раствор Лю-
голя на 5 мин. Крахмал окрашивался в черный цвет.
Препараты изучали с помощью микроскопа Jenamed

(Carl Zeiss, Германия), фотографировали цифровой
камерой AxioCam MRc5 (Carl Zeiss, Германия).

Гистохимическое выявление флавонолов. Локали-
зацию флавонолов определяли прижизненно на сре-
зах каллусной ткани приготовленных с помощью
микротома с вибрирующем лезвием VT1000 S (Leica,
Германия). Срезы окрашивали 0.25%-ным
раствором красителя DPBA (Sigma-Aldrich, Герма-
ния) в 25%-ном растворе этанола (Peer et al., 2001).
Окрашенные срезы просматривали на конфокаль-
ном лазерном сканирующем микроскопе LSM 510
META (Carl Zeiss, Германия) с помощью аргонового
лазера в диапазонах длин волн возбуждения и эмис-
сии 530–615 и 503–600 нм соответственно.

Статистическая обработка данных. Каждый экс-
перимент проводили в трех биологических повтор-
ностях. Статистическую обработку данных осу-
ществляли с использованием пакета статистическо-
го анализа программы Microsoft Office Excel 2007.
Данные представлены в виде среднего значения и
стандартной ошибки среднего при доверительной
вероятности 95%.

Реактивы. Использовали: азотную кислоту (ОТК
Экос-1, Россия), ацетон (ОТК Экос-1, Россия), AlCl3
(Компонент-Реактив, Россия), галловую кислоту
(Acros Organics, США), глутаровый альдегид (Fluca,
Швейцария), йодистый калий (Компонент-Реак-
тив, Россия), кверцетин (Alfa Aesar, США), нафтол
(ОТК Экос-1, Россия), Na2CO3 (ОТК Экос-1, Рос-
сия), OsO4 (Alfa Aesar, США), N,N-диметил-п-фе-
нилендиамин солянокислый (ОТК Экос-1, Россия),
пропилен (Acros, США), реактив Фолина-Чокальтеу
(PanReac AppliChem, Германия), толуидиновый си-
ний (Serva, Германия), уксусную кислоту (ОТК
Экос-1, Россия), Epon 812 (Sigma–Aldrich, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для получения каллусной культуры G. glabra L.

были выбраны корневые экспланты выращиваемых
в асептических условиях растений солодки голой.
Индукцию каллусогенеза проводили на средах, в ос-
нове которых лежала среда MS с известным мине-
ральным составом, в которую добавляли различные
фитогормоны (табл. 1).

Корневые экспланты размером 5–7 мм помещали
на питательные среды и культивировали в темноте,
фиксируя образование и морфологию появляюще-
гося каллуса. Появление каллуса на эксплантах было
отмечено уже на 7-е сут. Каллусогенез удалось инду-
цировать только на средах, содержащих НУК (Н),
ИУК (И) и кинетин (К) в следующем их соотношении
(мг/л): 0.75 : 0.75 : 0.5 (среда Н/И/К(0.75/0.75/0.5);
табл. 2), а частота индукции была существенно выше
на среде с соотношением гормонов НУК, ИУК и ки-
нетина (мг/л) 1.5 : 1.5 : 1 (среда Н/И/К(1.5/1.5/1)) и
составляла 86.5% (табл. 2).

Первичный каллус представлял собой округлые
клеточные образования светло-желтого или серого
цветов на поверхности эксплантов или на месте сре-
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зов. При дальнейшем культивировании были ото-
браны каллусы сферообразной морфологии, состоя-
щие из белых или желтоватых популяций клеток.
Последующее поддержание отобранной каллусной
культуры проводили на среде Н/И/К(1.5/1.5/1) пе-
реносом части клеточной культуры на свежую пита-
тельную среду каждые 30 сут.

Морфология и особенности роста каллусной куль-
туры солодки голой. Полученный каллус G. glabra L. в
течение пассажа изменял свой цвет и был представ-
лен тремя популяциями клеток белого, желтого и
коричневого оттенков (рис. 1), в дальнейшем назы-
ваемых белый, желтый и коричневый каллусы. Бе-
лый и желтый каллусы были более рыхлые по струк-
туре, чем коричневый (рис. 1а, б). Для выяснения
особенностей роста и строения каждого из трех кал-
лусов были проведены эксперименты по их раздель-
ному культивированию.

При высаживании на свежую питательную среду
белого каллуса (рис. 1в) клетки интенсивно наращи-
вали биомассу. Через 14 сут культивирования на-
блюдали изменение цвета каллуса на желтый, а через
30 сут на поверхности желтого каллуса формировались
небольшие очаги коричневого каллуса (рис. 1г). Жел-

тый каллус можно рассматривать как переходный
вариант между белым и коричневым каллусами.

Отобранный в конце пассажа и высаженный на
свежую питательную среду коричневый каллус мед-
ленно наращивал биомассу. На 7-е сут на части ис-
ходного коричневого каллуса формировались очаги
белого каллуса (рис. 1б), которые активно пролифе-
рировали и к 30-тым сут начинали желтеть с форми-
рованием коричневых очагов. Отмечено, что каллус,
сформированный на отдельно высаженном корич-
невом каллусе, отличался от каллуса, появившегося
из отдельно высаженного белого каллуса, большей
гетерогенностью (рис. 1г).

Биохимический анализ каллусной культуры солод-
ки голой. Для биохимического анализа были взяты
каллусы белого, желтого и коричневого цветов,
сформированные на определенные сутки культиви-
рования: на 7-е сут – белый каллус, на 14-е сут –
желтый каллус, на 35-е сут – коричневый каллус.
Проведенный биохимический анализ каллуса со-
лодки выявил наличие БАВ, характерных для кор-
ней этого растения. Среди них определены феноль-
ные соединения, такие как флавоноиды, а также
терпены, представленные глицирризиновой кисло-
той. При анализе отдельных каллусов было отмече-
но, что основная часть вторичных соединений нахо-
дится в клетках коричневого каллуса. Содержание
глицирризиновой кислоты на 1 г сухого веса состав-
ляло в белом каллусе 4.04, в желтом – 3.04 и в корич-
невом – 74.65 мг/г. Содержание фенольных соеди-
нений составляло в белом каллусе 11.71, в желтом –
5.72 и в коричневом – 19.65 мг/г (табл. 3).

Гистологические особенности каллусной культуры.
Для выяснения строения полученной каллусной
культуры нами был проведен детальный гистологи-
ческий анализ белого, желтого и коричневого каллу-
сов. Белый каллус был представлен неплотно приле-

Таблица 1. Состав сред культивирования каллусов G. glabra L.

Примечание к табл. 1 и 2. В названии питательных сред буквы обозначают добавленные фитогормоны: Б – 6-БАП; Д – 2,4-Д; И –
ИУК; Н – НУК; К – кинетин; числа – содержание в мг/л, косая черта – coотношение.

Компоненты,
добавленные к среде MS

Содержание, мг/л в среде

Б/И(0.5/2) Д/Н/И/К(0.5/0.5/0.5/0.1) Н/И/К(0.75/0.75/0.5) Н/И/К(1.5/1.5/1)

Мезоинозитол 100.0 100.0 100.0 100.0
Тиамин (В1) 2.0 2.0 2.0 2.0
Пиридоксин (В6) 1.0 1.0 1.0 1.0
Никотиновая кислота (B3) 1.0 1.0 1.0 1.0
2,4-дихлорфенокси-уксусная кислота 
(2,4-Д)

0 0.5 0 0

Индолилуксусная кислота (ИУК) 0.5 0.5 0.75 1.5
Нафтилуксусная кислота (НУК) 0 0.5 0.75 1.5
6-бензиламинопурин (БАП) 2 0 0 0
Кинетин 0 0.1 0.5 1
Сахароза 25000.0 25000.0 25000.0 25000.0
Агар-агар 7500.0 7500.0 7500.0 7500.0

Таблица 2. Индукция каллусогенеза на эксплантах
G. glabra L.

Н.о. – не определяли.

Среда Частота образования 
каллуса, %

Б/И(0.5/2) Н.о.
Д/Н/И/К(0.5/0.5/0.5/0/1) Н.о.
Н/И/К(0.75/0.75/0.5) 2.1 ± 0.32
Н/И/К(0.5/0.5/1) 86.5 ± 1.84
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гающими друг к другу округлыми комплексами.
Округлые комплексы были образованы клетками
разных типов (рис. 2а, б). Центр комплекса состоял
из меристематических клеток, ближе к поверхности
небольшими очагами были расположены прокамби-
альные клетки, поверхность комплекса была покры-
та клетками паренхимного типа (рис. 2а). В течение
пассажа комплексы увеличивались в размере, про-
исходила дифференцировка сосудов (рис. 2б), воз-
растало количество паренхимных клеток в цен-
тральной части комплекса (рис. 2в), сосуды диффе-
ренцировались не только в центре комплекса, но и в
верхних клеточных слоях (рис. 2в).

Клеточные комплексы, обнаруженные в белом
каллусе, обладают клеточным строением, аналогич-
ным ксилемным нодулам. Нодулы – это округлые
клеточные структуры, имеющие какую-либо диф-
ференцировку (Fortes et al., 2010). Нодулы, в которых
происходит дифференцировка сосудов рассматри-
ваются как ксилемные нодулы (Savona et al., 2011).
Ксилемные нодулы описаны для растений родов
Populus (McCown et al., 1988), Taxus (Ellis et al., 1996),
Cyclamen (Savona et al., 2012), Gyoscyamus (Абделазиз
и др., 2019). Формирование нодул белого каллуса со-

лодки происходило из клеток инициалей, обнару-
женных в коричневом каллусе (рис. 2г, д)

Желтый каллус имел глобулярную морфологию
(рис. 3а). Так же, как и белый, желтый каллус состоял
из нодул, но в отличие от белого, в желтом каллусе ви-
зуально отмечали увеличение количества паренхимных
клеток между нодулами (рис. 3а). На прижизненных
неокрашенных срезах было обнаружено, что отдельные
нодулы покрыты слоем экстраклеточных выделений
(ЭВ) желтого цвета (рис. 3б), поверхностные клетки па-
ренхимного типа нодул имели утолщенные клеточные
стенки, окрашенные в темно-желтый цвет (рис. 3б, в).
В поверхностных клетках паренхимного типа много-
численны амилопласты (рис. 3г, д). Обработка поверх-
ностных клеток реактивом Люголя формировала тем-
но-коричневое окрашивание, характерное для крах-
мальных зерен (рис. 3д).

На гистологических срезах желтого каллуса ЭВ
представлены в виде тяжей (рис. 3г). В вакуолях по-
верхностных клеток нодул желтого каллуса много-
численны включения желтого и зеленоватого цветов
(рис. 3г).

Нодулы в желтом каллусе были образованы клет-
ками меристематического типа (рис. 3е), среди них

Рис. 1. Морфология каллусной культуры солодки G. glabra L. а – Гетерогенный каллус (ГК) солодки состоит из популяций
белых, желтых и коричневых клеток, которые в дальнейшем рассматривали как белый (БК), желтый (ЖК) и коричневый (КК)
каллус. б – Формирование БК из эксплантов КК и ЖК солодки на 14-е сутки культивирования. в – Экспланты КК и БК на
каллусогенной среде. г – Формирование ГК солодки из КК и БК на 37-е сут культивирования.
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Таблица 3. Содержание вторичных соединений в каллусной культуре G. glabra L.

Каллус
Содержание, мг на 1 г сухого веса

фенольные соединения флавоноиды глицирризиновая кислота

Белый 11.71 ± 0.93 0.39 ± 0.05 4.04 ± 0.05
Желтый 5.72 ± 0.13 0.21 ± 0.04 30.04 ± 0.35
Коричневый 19.65 ± 0.82 3.46 ± 0.07 74.65 ± 1.53

хорошо визуализировались слои прокамбиальных
клеток (рис. 3е, ж). Дифференцировка сосудов была
отмечена как в центре, так и в верхних слоях клеток
нодулы (рис. 3б, ж). В редких случаях на срезах но-
дулы в верхних слоях клеток наблюдали дифферен-
цировку элементов флоэмы (рис. 3з).

Коричневый каллус имел глобулярную морфоло-
гию и состоял из плотно прилегающих многочис-
ленных нодул. Нодулы были покрыты густым слоем
ЭВ (рис. 4б). На поверхности нодулы присутствова-
ли многочисленные погибающие клетки паренхим-
ного типа с крупными крахмальными зернами в
амилопластах, покрытые ЭВ (рис. 4в, г). Формиро-
вание экстраклеточных выделений, вероятно, связа-
но с разрывом тонопласта и выделением содержимо-
го вакуолей во внеклеточное пространство (рис. 4г).
Нодулы образованы клетками меристематического ти-
па, прокамбиальными клетками и сосудами (рис. 4д).

Гистохимическое изучение локализации терпенов в
каллусе солодки. Локализацию фенольных соединений
изучали с помощью реактива NADI в белом, желтом и
коричневом каллусах солодки. Гистохимическое окра-
шивание свежеприготовленных срезов каллусов пока-
зало, что в белом каллусе конъюгаты реактива и терпе-
нов, формирующие фиолетовые капли в цитоплазме
клеток редки (рис. 5а, б). Кроме фиолетовых капель в
цитоплазме были обнаружены более мелкие капли го-
лубого цвета, которые могут свидетельствовать о при-
сутствии эфирных масел в каллусных клетках солодки
(рис. 5б) (Machado et al., 2006).

В желтом каллусе интенсивность окрашивания
реактивом клеточных включений значительно уве-
личивалась (рис. 5в, г). Насыщенность окраски ци-
топлазматических включений возрастала в клетках,
расположенных около сосудов (рис. 5в, с). В клетках
желтого каллуса были обнаружены многочисленные
капли фиолетового цвета различного размера (рис. 5д),
тогда как в клетках сосудов терпены отсутствовали
(рис. 5д). В некоторых клетках желтого каллуса на-
блюдали окрашивание цитоплазмы, обусловленное,
возможно, разрушением целостности клеток при
приготовлении срезов (рис. 5в, д).

В коричневом каллусе фиолетовое окрашивание
наблюдали в клетках паренхимного типа, находя-
щихся по периметру нодул (рис. 5е, ж). Наибольшая
интенсивность окрашивания была отмечена в кле-
точных стенках (рис. 5ж). В клетках, составляющих
центральную часть нодулы, накопление терпенов
было выявлено в цитоплазме клеток в виде отдельных
капель фиолетового и голубого цветов (рис. 5ж).

Гистохимическое изучение локализации фенольных
соединений в каллусах солодки. Краситель DPBA нахо-
дит применение для визуализации флавонолов в тканях
растений (Ogo et al., 2015). Благодаря различным спек-
тральным свойствам коньюгатов флавонолов с реакти-
вом DPBA можно визуально определить место аккуму-
ляции отдельных флавонолов. Конъюгаты кверцетина
с DPBA обладают более длинноволновой эмиссией и
имеют желтую флуоресценцию, тогда как коньюгаты
кемпферола с DPBA обладают желтой-зеленой флуо-
ресценцией (Saslowsky et al., 2001; Lewis et al., 2011).

В белом каллусе желтое свечение флавонолов бы-
ло обнаружено в клеточных стенках клеток парен-
химного типа, клеточных стенках сосудов и ядрах
(рис. 6б, г). В желтом каллусе локализацию флавоно-
лов наблюдали в цитоплазме и клеточных стенках
отдельных клеток паренхимного типа, в ядрах, кле-
точных стенках сосудов (рис. 6з). В коричневом кал-
лусе флавоноиды накапливались в клеточных стен-
ках поверхностных клеток, расположенных в верх-
них слоях нодул, ядрах клеток, клеточных стенках
сосудов (рис. 6к, м).

ОБСУЖДЕНИЕ
Характерная особенность растительной клетки –

тотипотентность и высокая пластичность (Fehér,
2019). Одним из следствий пластичности является
способность растений продуцировать каллус, массу
недифференцированных клеток, способных про-
явить биосинтетическую тотипотентность и синте-
зировать вторичные метаболиты, идентичные ис-
ходному растению (Colin, 2001; Matsuura et al., 2018).
Клетка растений потенциально способна продуци-
ровать весь спектр соединений, синтезирующихся в
родительском организме (Colin, 2001). Правильно
подобранные компоненты среды культивирования
позволяют создать оптимальные условия для под-
держания роста, и способствовать дифференциров-
ке специализированных структур необходимых для
синтеза вторичных метаболитов.

Согласно данным литературы, микро и макроэле-
менты, входящие в среду Мурасиге−Скуга (Mu-
rashige, Skoog, 1962) наиболее оптимальны для ин-
дукции и поддержания каллусных культур солодки
голой (Khan et al., 2016), а в качестве гормонов пред-
почтительны НУК в сочетании с 6-БАП (Pandey,
Ayangla, 2018).

Необходимо отметить, что для клеточных культур
солодки в большинстве случаев используют фито-
гормон 6-БАП в сочетании с ауксинами (Pandey, Ayan-
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gla, 2018). Основными отличиям подобранной нами
среды, от уже описанных ранее, являлось использо-
вание кинетина (6-фурфруриламинопурина), и при-
менение смеси фитогормонов ИУК (1.5 мг/л), НУК
(1.5 мг/л) и кинетина (1 мг/л). Известно, что тип и
концентрация ауксина и цитокинина, их соотноше-
ние в среде культивирования оказывают значитель-
ное влияние на рост клеточной культуры и синтез
вторичных метаболитов. Например, цитокинины
могут оказывать влияние на синтез вторичных мета-
болитов, в том числе на синтез фенольных соедине-

ний. Так, на среде культивирования, содержащей
кинетин и 2,4-Д в среде MS, клеточная культура
Citrullus colocynthi синтезировала больше фенолов и
флавонолов, чем на среде MS, содержащей НУК и
6-БАП (El-Baz et al., 2010). Было показано, что кине-
тин может стимулировать синтез антоцианов в кле-
точной культуре Haplopappus gracilus, но ингибиро-
вать синтез антоцианов в культуре клеток тополя
(Seitz, Hinderer, 1988).

Подобранная среда для индукции каллусной
культуры из корневых эксплантов солодки голой и

Рис. 2. Гистологические особенности белого каллуса G. glabra L. а, б – На постоянных препаратах, окрашенных толуидино-
вым синим, белый каллус состоит из округлых структур – нодул (Н); центр Н образован меристематическими клетками (МК),
в верхних слоях клеток визуализируются прокамбиальные клетки (ПрК), поверхность Н покрыта клетками паренхимного ти-
па (ПК). б – В более зрелых Н происходит дифференцировка сосудов (С). в, г – Прижизненные неокрашенные срезы: в тече-
ние пассажа Н увеличиваются в размере, происходит дифференцировка многочисленных С. д, е – Постоянные препараты,
окрашенные толуидиновым синим: д – формирование Н происходит из клеток инициалей (КИ), обнаруженных в коричне-
вом каллусе, е – гистологический срез каллуса с формированными Н.
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последующая селекция позволили получить каллус,
способный к синтезу как флавоноидов, так и терпе-
нов. В клетках белого каллуса содержание феноль-
ных соединений и глицирризиновой кислоты меньше
по сравнению с клетками желтого и коричневого кал-
лусов (табл. 3). Гистохимический анализ выявил, что в

белом каллусе терпены присутствуют лишь в единич-
ных клетках паренхимного типа (рис. 5а, б), а флаво-
ноиды в клеточных стенках клеток и сосудов
(рис. 6б, г). Незначительное содержание глицирри-
зиновой кислоты и фенольных соединений в клет-
ках нодул белого каллуса, состоящих в основном из

Рис. 3. Гистологические особенности желтого каллуса G. glabra L. а, б, в, д – Прижизненные неокрашенные срезы: а, б – на
гистологических срезах отдельные нодулы (Н) покрыты слоем экстраклеточных выделений (ЭВ) желтого цвета; в – поверх-
ностные клетки паренхимного типа (ПК) имеют утолщенные клеточные стенки (КС); г – ЭВ на постоянных гистологических
препаратах, окрашенных толуидиновым синим, представлены в виде тяжей, в вакуолях поверхностных клеток Н обнаружи-
вались зернистые, зеленоватые, вакуолярные включения (ВВ); д – в поверхностных паренхимных клетках многочисленны
амилопласты (А), обработка реактивом Люголя формировала темно-коричневое окрашивание, характерное для крахмальных
зерен (прижизненный срез). е, ж, з – Постоянные препараты желтого каллуса, окрашенные толуидиновым синим: е – гисто-
логический срез желтого каллуса; ж – на срезах отчетливо выделяются слои прокамбиальных клеток (ПрК), дифференциров-
ка сосудов (С); з – в редких случаях на срезах Н наблюдали элементы флоэмы (ЭФ).
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меристематических клеток согласуется с исследова-
ниями, проведенными на корнях G. glabra L. в кото-
рых было показано, что флавоноиды и глицирризино-
вая кислота полностью отсутствовали в камбиальных
слоях корней (Li et al., 2014).

Цитохимическое (рис. 5б–д, 6е, з) и биохимиче-
ское (табл. 3) изучение желтого каллуса демонстри-
рует увеличение синтеза и накопления вторичных

метаболитов в этом каллусе. В клетках паренхимно-
го типа желтого каллуса было отмечено значитель-
ное количество вакуолей, накапливающих терпены
(рис. 5б–д). Окрашивание реактивом DPBA выяви-
ло интенсивное свечение клеточных стенок клеток
паренхимного типа, составляющих каллус (рис. 6е, з).
Увеличение синтеза фенольных соединений и глиц-
ирризиновой кислоты в желтом каллусе может быть

Рис. 4. Гистологические особенности коричневого каллуса G. glabra L. а, б – На прижизненных неокрашенных срезах много-
численные нодулы (Н) плотно прилегают друг к другу; б – поверхность Н покрыта густыми экстраклеточными выделениями
(ЭВ) желтого цвета, в центральной части Н визуализируются сосуды (С). в, г, д, е – Постоянные препараты, окрашенные то-
луидиновым синим: в – Н покрыты погибающими клетками паренхимного типа (ПК) с крупными крахмальными зернами в
амилопластах (А), на поверхности клеток визуализируются ЭВ желтого цвета; г – формирование ЭВ происходит в результате
выделения содержимого вакуолей (В) клеток после их гибели; д – на гистологических срезах в Н визуализируются тяжи ме-
ристематических (М) и ПК-клеток; е – Н состоит из меристематических клеток (Мк), прокамбиальных клеток (ПрК), наблю-
дается дифференцировка С.
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обусловлено дифференцировкой части клеток бело-
го каллуса в клетки, способные к синтезу вторичных
метаболитов.

Дифференцировка включает этапы, связанные с
изменениями скорости и типа делений клеток, суб-
клеточной организации, метаболизма и приобрете-
нием компетенции к синтезу вторичных соединений
(Lindse, Yeoman 1983). Одним из признаков цито-

дифференцировки может служить значительный
синтез крахмала в поверхностных клетках.

Характерной особенностью желтого каллуса яв-
ляется формирование густых ЭВ на поверхности но-
дул. Формирование ЭВ, возможно, происходит в ре-
зультате гибели поверхностных паренхимных кле-
ток и выделения вакуолярного содержимого в
межклеточное пространство и на поверхность кал-
луса. Из литературных источников известно, что

Рис. 5. Гистохимическая локализация терпенов в каллусной культуре солодки на прижизненных срезах G. glabra L. а, б – На
срезах белого каллуса фиолетовые капли конъюгата реактива NADI и терпенов (Т) обнаружены в цитоплазме клеток, эфир-
ные масла (ЭМ) представлены более мелкими каплями голубого цвета. в – Синтез и накопление Т в желтом каллусе визуально
значительно превышает накопление в белом каллусе. г – В цитоплазме клеток желтого каллуса обнаружены многочисленные
капли фиолетового цвета различного размера. д – В некоторых клетках желтого каллуса наблюдали окрашивание цитоплаз-
мы, обусловленное разрушением целостности клеток при приготовлении срезов, в сосудах не обнаружено Т. е – В нодулах
коричневого каллуса фиолетовое окрашивание (конъюгаты NADI и Т) наблюдали в клетках, находящихся по периметру но-
дул. ж – Наибольшая интенсивность окрашивания наблюдается в клеточных стенках клеток (КС), в субповерхностных клет-
ках нодул обнаружены капли ЭМ, окрашенные в голубой цвет.
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желтый цвет корней лакричных определяют флаво-
ноиды и халконы (Asl, Hosseinzadeh, 2008). Зелено-
ватое окрашивание вакуолярных включений также
может свидетельствовать о накоплении фенольных
соединений в вакуолях (Trump et al., 1961). Вероят-
но, накопление ЭВ на поверхности каллусной куль-
туры и в клеточных стенках, приводит к изменению

цвета каллусной культуры с белого на желтый. Био-
химические исследования показали, что наиболь-
шее количество вторичных метаболитов обнаружено
в коричневом каллусе (табл. 3). Содержание глицир-
ризиновой кислоты в коричневом каллусе составля-
ет 74.65 мг/г (7.46%), что соответствует данным для
культур клеток солодки других авторов (Pandey,

Рис. 6. Гистохимическая локализация фенольных соединений на прижизненных срезах каллусах G. glabra L., выявленная с
помощью реактива DPBA. а, в – гистологический срез белого каллуса. б – Окрашивание среза белого каллуса реактивом
DPBA обнаружило желтое свечение флавонолов в ультрафиолетовом диапазоне в клеточных стенках (КС) и ядрах (Я). г –
Желтое свечение клеточных стенок сосудов (С). д, ж – Гистологический срез желтого каллуса с клетками паренхимного типа
(ПК). е – Окрашивание среза желтого каллуса реактивом DPBA, желтое свечение флавонолов обнаружено в КС, С и Я. е –
Желтое свечение флавонолов в цитоплазме ПК, КС. и, л – Гистологический срез нодулы коричневого каллуса. к – Окраши-
вание среза нодулы (Н) коричневого каллуса реактивом DPBA, желтое свечение флавонолов в КС поверхностных клеток Н,
Я, С. м – Желтое свечение флавонолов в КС и Я клеток Н коричневого каллуса.
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Ayangla, 2018), а также удовлетворяет требования
фармакопеи к качеству исходного сырья. Согласно
требованиям Государственной фармакопеи РФ (http://
femb.ru/femb/pharmacopea.php), в корнях, используе-
мых в качестве сырья, содержание глицирризиновой
кислоты не должно быть ниже 6% (ФС 2.5.0040.15,
2018). В ряде работ показано, что содержание глиц-
ирризиновой кислоты в корнях может быть и выше,
например, до 12.49% (Яницкая и др., 2014). По неко-
торым источникам, содержание глицирризиновой
кислоты в корнях может достигать 23% от сухого ве-
са (Путырский, Прохоров, 2000). Однако содержа-
ние глицирризиновой кислоты в экстрактах корней
солодки существенно зависит от времени сбора сы-
рья. Так, содержание глицирризина в корнях солод-
ки, собранных в разные месяцы года, варьировало от
41 до 114 мг на 1 г сухого веса (Cheel et al., 2013).

Содержание растворимых фенольных соедине-
ний в полученном нами каллусе (на сухой вес) было
наибольшим в коричневом каллусе (19.82 мг/г) и со-
поставимо с их средним содержанием в корнях рас-
тений (29.2 мг/г, вес сухой) (Cai et al., 2004). Одна из
групп фенольных соединений в полученном каллусе –
флавоноиды, содержание которых в коричневом
каллусе составляло 3.46 мг/г. Необходимо отметить,
что как и для глицирризина, содержание фенольных
соединений в корнях растений может зависеть от вре-
мени сбора сырья и варьировать от 72 до 108 мг/г, а фла-
воноидов – от 18 до 44 мг/г (на сухой вес) (Cheel et al.,
2013). Вероятно, одной из причин меньшего, по
сравнению с корнями, содержания фенольных со-
единений в полученном каллусе может быть их по-
лимеризация и образование комплексов с белками и
полисахаридами. Так, для ряда фенольных соедине-
ний, прежде всего танинов, показано окисление и
(или) полимеризация фенольных соединений, накап-
ливающихся на поверхности клеток (Hiltunen et al.,
2008; Moya et al., 2012).

Танины являются группой фенольных соедине-
ний, характерной для клеток корней солодки (Shar-
ma et a., 2013) и вероятно могут присутствовать и в
полученном нами каллусе. Возможно, присутствие
окисленных и (или) полимеризованных танинов в
клетках коричневого каллуса способствует форми-
рованию коричневой окраски к завершению пасса-
жа. Потемнение окраски каллуса может быть также
связано с накоплением тритерпеновых гликозидов в
клеточных стенках. На клеточной культуре Dioscorea
deltoidea с помощью электронно-микроскопическо-
го анализа было обнаружено депонирование стеро-
идных гликозидов в периплазматическом про-
странстве – клеточной стенке и межклетниках
(Князьков и др., 1994). Возможно поэтому, на ги-
стологических срезах коричневого каллуса солодки
голой мы наблюдали окрашивание клеточных сте-
нок реактивом NADI (рис. 5е, ж).

Независимо от цвета популяции клеток, окраши-
вание живых препаратов реактивом DPBA обнару-
жило локализацию флавоноидов в цитоплазме, в яд-
ре удлиненных паренхимных клеток и в трахеидах.

Аккумуляция флавоноидов в клеточной стенке и яд-
ре описана для многих растений (Hutzler et al., 1998;
Peer et al., 2001). Флавоноиды были обнаружены в
клеточных стенках игл ели и сосны и были представ-
лены, главным образом, кемферол-3-O-гликозидом
(Hutzler et al., 1998).

Локализация флавоноидов в ядре клеток может
быть обусловлена защитными и регуляторными
функциями этих соединений. Флавоноиды в клет-
ках растений защищают ДНК клеток от ультрафио-
летового излучения, а также прямо или опосредо-
ванно контролируют экспрессию ряда генов (Grand-
maisin, Ibrahim, 1996).

Также необходимо отметить возможное регуля-
торное влияние фенольных соединений на строение
и рост каллусных культур. Предполагается, что фе-
нольные соединения, особенно флавоноиды, при-
нимают активное участие в формировании органо-
генных нодул через регулирование транспорта аук-
сина (Fortes et al., 2008). На каллусной культуре
Humulus lupulus L. было показано, что в период,
предшествующий формированию органногенных
нодул в каллусе происходит активная транскрипция
генов, кодирующих ферменты фенилпропаноидно-
го пути синтеза фенольных соединений: цинамат-4-
гидролазу, флавонолсинтазу, фенилаланинамми-
аклиазу (Fortes et al., 2010).

Вероятно, преобладающим классом фенольных
соединений в каллусе солодки является кверцетин
или другие негликозилированные флавоноиды, так
как лишь конъюгаты DPBA и флавоноидов солодки
обладают желтой флуоресценцией (Saslowsky et al.,
2001; Lewis et al., 2011), а флавоноиды могут быть
представлены характерными для солодки соедине-
ниями: ликвиритином, ликвиритигенином, формоне-
тином кверцетином, лютеолином (Vlaisavljevića et al.,
2018). Возможно, возрастание количества нодул в
коричневом каллусе связано с регуляторным влия-
нием фенольных соединений на процесс роста кал-
лусной культуры.

Проведенные биохимические и гистохимические
исследования позволяют предположить, что изме-
нения цвета каллуса солодки может быть следствием
накопления вторичных метаболитов, а возрастание
синтеза вторичных метаболитов к завершению пас-
сажа, возможно, как и в целом растении, определя-
ется возрастом культуры и степенью дифференци-
ровки клеток (Khan et al., 2016).

Исследования синтеза глицирризиновой кисло-
ты в культуре столонов G. glabra L. обнаружили, что
взрослые коричневые столоны (28 сут) синтезируют
в 10 раз больше глицирризиновой кислоты (1.9 мг/г),
чем молодые желто-зеленые (14 сут) (0.19 мг/г)
(Khan et al., 2016). Аналогичную картину наблюдали
в корнях. Молодые культивируемые корни солодки
содержат в два раза меньше глицирризиновой кис-
лоты, чем старые (0.15 мг/г и 0.37 мг/г соответствен-
но). Исследователи предполагают, что существует
тесная связь между клеточной дифференцировкой
ткани и синтезом глицирризиновой кислоты в куль-
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турах G. glabra L. (Khan et al., 2016). По мнению Хая-
ши (Hayashi et al., 1988), отсутствие синтеза глицир-
ризиновой кислоты в каллусной и суспензионной
культурах G. glabra L., возможно, является следстви-
ем отсутствия синтеза ферментов, осуществляющих
биохимические преобразования β-амирина в глиц-
ирризиновую кислоту. Необходимость клеточной
дифференцировки для синтеза вторичных метабо-
литов была показана для клеточных культур многих
видов растений (De Luca, St.Pieere, 2000; Кунах, Ка-
цан, 2004; Smetanska, 2008; Halder et al., 2020).

Проведенные гистологические исследования по-
казали, что каллус солодки сложно организован.
Сферообразные клеточные комплексы, составляю-
щие каллусы различного цвета, рассматриваются
как ксилемные нодулы.

Формирование ксилемных нодул характерно для
органогенных каллусов (Fortes et al., 2010; Savona et al.,
2011) и каллусов, синтезирующих вторичные мета-
болиты (McCown et al., 1988; Ellis et al., 1996).

Дифференцировка сосудов ксилемы и сферооб-
разная морфология, по-видимому, являются харак-
терными особенностями ксилемных нодул незави-
симо от вида растения. Тогда как степень дифферен-
цированности клеток, составляющих нодулу, может
варьировать у различных видов растений и может
определяться уровнем зрелости нодулы. Например,
ксилемные нодулы, формирующиеся в органоген-
ном каллусе цикламена состояли из центрально рас-
положенных сосудов ксилемы, окруженных про-
камбиальными клетками (Savona et al., 2012). Тогда
как нодулы тиса имеют более сложное строение (El-
lis et al., 1996) и состоят из внутренне локализован-
ных элементов ксилемы, покрытых клетками сосу-
дистого камбия, и элементов флоэмы, расположенных
снаружи. Созревание нодул тиса сопровождалось диф-
ференцировкой элементов вторичной ксилемы, вто-
ричной флоэмы и формированием слоя камбиальных
клеток, обволакивающих флоэму.

В отличие от описанных выше ксилемных нодул,
в каллусе солодки в течение культивирования мы
наблюдали хаотичную дифференцировку сосудов.
Дифференцировка сосудов обнаруживалась как в
центре нодул, так и в поверхностных слоях клеточ-
ных комплексов. Подобное отличие, возможно, объ-
ясняется очаговым заложением элементов прокам-
бия и, возможно, является признаком инициирования
дифференцировки полицентрических нодул, которые
описаны для видов рода Populus (McCown et al., 1988).

Формирование нодул в каллусной культуре со-
лодки и поддержание ее анатомической структуры
может быть результатом подобранных нами концен-
траций НУК и кинетина в среде культивирования,
являющихся синтетическими аналогами природных
ауксинов и цитокининов (Miller et al., 1956; Agusti et al.,
1996; Imin et al., 2005). При получении каллусной
культуры люцерны было показано, что добавление
кинетина в среду для инициации каллуса также поз-
воляло получить каллусные культуры, имеющие но-
дулярный морфотип (Wan et al., 1988).

Таким образом, подобранная нами питательная
среда позволила получить длительно поддерживае-
мую каллусную культуру солодки голой, которая явля-
ется дифференцированной и способной синтезиро-
вать различные группы БАВ в количестве, сопостави-
мом с целыми растениями. Дальнейшая оптимизация
условий культивирования каллусной культуры со-
лодки с целью увеличения выхода интересующих
БАВ может позволить применить ее для биотехноло-
гического получения глицирризиновой кислоты и
фенольных соединений.
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Cultivation Conditions, Нistological and Вiochemical Analysis of the Callus Culture 
of a Liquorice Glycyrrhiza glabra L.
A. N. Akulova, * and Yu. A. Kostyukovaa

a Kazan Institute of Biochemistry and Biophysics of Federal Research Center of Kazan Scientific Center of the Russian Academy 
of Sciences, Kazan, 420111 Russia

*e-mail: akulov_anton@mail.ru

The conditions of induction and periodic cultivation of callus culture from root explants of Glycyrrhiza glabra L. are
selected. The main difference between the selected media and those already described in the literature was the ap-
plication of a mixture of phytohormones IAA (indolilacetic acid) (1.5 mg/L), NAA (naphtilacetic acid). (1.5 mg/L)
and kinetin (1 mg/L). The resulting callus was complex and capable of synthesizing secondary compounds. Spherical cel-
lular complexes that make up calluses are considered to be xylems nodules. Histochemical study of the localization of fla-
vonols and terpenes has revealed cells of callus and cellular organelles of secondary metabolites. The glycyrrhic acid con-
tent in callus of the end passage was by the. 74.65 mg/g dry weight, phenol compounds 19.65 ± 0.8 mg/g dry weight, f la-
vonols 3.46 ± 0.07 mg/g dry weight. The resulting callus culture Glycyrrhiza glabra L. can be used to produce
valuable biologically active substances.
Keywords: liquorice, callus culture, glycyrrhizic acid, phenolic compounds, f lavonols, DPBA, NADI
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Впервые в Европейской части России и за Северным полярным кругом, в дельте р. Печора обнаружена ли-
чинка комара-звонца Chironomus sororius Wülker 1973. В результате анализа кариотипа обнаружено 9 инвер-
сионных вариантов плеч хромосом: sorA1, sorB2, sorB3, sorC2, sorD1, sorE1, sorF1, sorF2 и sorG1. B-хромо-
сом не обнаружено. Получена нуклеотидная последовательность участка гена COI длиной 584 нуклеотида.
Байесовский анализ показал, что вид относится к группе видов Chironomus aberratus, и наиболее близок с
Ch. sororius из Западной Сибири (г. Новосибирск). Минимальные генетические дистанции (p-distance) по-
лучены также при сравнении с Ch. sororius (1%) из г. Новосибирск, что значительно меньше предложенно-
го порога (3%) разграничивающего виды Chironomus. При анализе двух последовательностей COI из Gen-
Bank неидентифицированных видов Chironomus из Канады, генетические дистанции оказались выше по-
рогового значения (3.8 и 7.8%), и, вероятно, они также относятся к данной группе видов.

Ключевые слова: Diptera, Chironomidae, Chironomus sororius, COI, ДНК-баркодинг, кариотип, р. Печора
DOI: 10.31857/S0041377121060031

Вид Chironomus sororius Wülker 1973 был описан из
популяций Шварцвальда в Германии и южной Фин-
ляндии (Wülker, 1973), позднее был обнаружен в во-
доемах Швеции, Чехословакии и Норвегии (Wülker,
1991). В России вид ранее был найден в Сибири:
г. Новосибирск (недалеко от Академгородка, СНТ
“Кристалл” и “Цитолог”); в Республике Алтай, ве-
роятно, река Шебелик, около города Шебалино (в
источнике (Kiknadze et al., 2016) указана р. Шарлик,
но она находится далеко от указанного города, и ее
длина всего 18 км); р. Большой Ильгумень, близ
г. Онгудай; оз. Озёрское, Усть-Канский р-н; р. Ени-
сей близ г. Кызыл. Вид относится к группе видов
Chironomus aberratus, в которую входят: Ch. fraternus
Wülker 1991, Ch. beljaninae Wülker 1991, Ch. jonmartini
Lindeberg 1979, Ch. aberratus Keyl 1961 и Ch. sororius.
Группа Chironomus aberratus, остается до сих пор сла-
бо изученной (Wülker, 1973, 1991; Ракишева и др.,
2001; Kiknadze et al., 2016; Petrova, Zhirov, 2017).

Личинка Ch. sororius была обнаружена нами в
дельте р. Печора в одной пробе с Ch. sp. Ya3 Kiknadze,
Istomina et Salova 1996 (Bolshakov, Fefilova, 2020), и
так же является первой находкой для Европейской
части России. При наличии лишь одной особи и
ограниченного количества материала первоначаль-
но определение вида вызвало у нас некоторые труд-

ности. Ранее (2008 и 2010 гг.) при изучении водоемов
в устьевом районе р. Печора (Большой и Малый Гу-
синец) только по морфологическим признакам до ви-
да были определены 33 вида комаров-звонцов, из ко-
торых к роду Chironomus относились: Ch. dorsalis Meigen
1818, Ch. agilis Shobanov, Djomin 1988, Ch. magnificus
Shobanov 2000, Ch. albimaculatus Shobanov, Wülker,
Kiknadze 1991, при этом часть диагностирована толь-
ко до рода (Черевичко и др., 2011). Известно, что у
хирономид, особенно в роде Chironomus, видовая
идентификация по морфологическим признакам
личинки сильно затруднена, а порой и невозможна
(Кикнадзе и др., 1996). Метод выведения до имаго в
условиях экспедиции недоступен. Другим, удобным
и относительно точным, методом для установления
видовой принадлежности у Chironomus является ци-
тогенетический анализ. Однако и при его использо-
вании иногда возникают трудности, особенно если
кариотипы принадлежат близкородственным или
слабо изученным видам, в этом случае только высо-
кое качество кариологического препарата позволяет
увидеть мельчайшие различия между кариотипами.
В нашем случае качество полученного кариологиче-
ского препарата не позволило нам точно диагности-
ровать вид выращенной личинки, мы лишь устано-
вили, что она относится к группе видов Chironomus
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aberratus. Поэтому для дальнейшего уточнения ее
таксономического статуса мы выбрали метод барко-
динга, основным преимуществом которого является
возможность использования на всех стадиях разви-
тия организма. Используя стандартный набор прай-
меров для амплификации фрагмента ДНК митохон-
дриального гена субъединицы I цитохромоксидазы
С (COI) (Folmer et al., 1994; Hebert et al., 2003) нами
была получена видоспецифичная нуклеотидная по-
следовательность ДНК. К сожалению, в базах дан-
ных генетической информации GenBank и BOLD
содержится только одна запись о нуклеотидной по-
следовательности COI Ch. sororius – AF192198.1.
Сравнив полученную нами последовательность с
другими последовательностями, отобранными для
анализа, мы установили, что обнаруженная личинка
относится к группе видов Chironomus aberratus, а наи-
более близким видом является Ch. sororius, для которо-
го не было превышено пороговое значение (3%), раз-
граничивающее виды рода Chironomus (Proulx et al.,
2013). По другим 4-м видам группы Chironomus aber-
ratus никакой информации в базах данных нет.

В настоящей статье приводится описание карио-
типа и результаты анализа нуклеотидной последова-
тельности участка гена COI Ch. sororius из дельты
р. Печора.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Материалом для работы послужила одна личинка

Chironomus sororius, найденная в августе 2016 г. в во-
доеме на острове в протоке Большой Гусинец дельты
реки Печора одновременно с Ch. sp. Ya3 Kiknadze,
Istomina et Salova 1996 (Bolshakov, Fefilova, 2020). Ко-
ординаты точки сбора: N 68°10′282″; E 53°39′368″.
Водоем представлял собой небольшое озерко, зарас-
тающее осокой водной – Carex aquatilis Wahlend, и
сообщающееся с рекой в период половодья, площа-
дью около 200 × 20 м2, глубиной около 1 м. В период
сбора материала температура воды составляла
17.5°C, pH 8.04. Проба донного субстрата (смесь ила
с песком) из водоема хранилась без фиксации, гер-
метично упакованная в пакет, в холодильнике при
4°С до января 2017 г. Обнаруженные при разборе
пробы личинки (длиной 3–5 мм) доращивались в ла-
боратории на искусственном субстрате, как было
описано ранее (Bolshakov, 2015; Bolshakov, Fefilova,
2020), в результате для анализа оказались пригодны
несколько личинок, в их числе и личинка Chironomus
sororius.

Изготовление давленных препаратов политенных
хромосом проводили по стандартной этилорсеино-
вой методике (Демин, 1989). Фотографирование хро-
мосом проводили на микроскопе “Микромед-6C”
(“ЛОМО”, Санкт-Петербург), оснащенным видео-
окуляром “ToupCam5.1” (Китай) и объективами с
увеличением 40× и 100×. Для видовой идентифика-
ции по кариотипу использовали цитофотокарты
(Keyl, 1962; Dévai et al., 1989; Kiknadze et al., 2016).

Из личинки, фиксированной в этаноле (95%),
выделяли ДНК с помощью набора реагентов на маг-
нитных частицах “М-сорб-ООМ” (Синтол, Москва)
согласно протоколу производителя. Для баркодинга
использовали регион гена COI (Folmer et al., 1994):
праймеры LCO1490: 5'-GGTCAACAAATCATA-
AAGATATTGG-3' и HCO2198: 5'-TAAACTTCAGG-
GTGACCAAAAAATCA-3') (Евроген, Москва).

Реакцию ПЦР проводили в объеме 25 мкл (1× бу-
фер, 1.5 мкМ MgCl2, 0.5 мМ каждого из праймеров,
0.2 мкМ каждого нуклеотида, 1 μМ образца ДНК,
1 а.е. Taq полимеразы (Евроген, Москва)). Цикл
ПЦР: 94°С – 3 мин, 30 циклов (94°С – 15 с, 50°С –
45 с, 72°С – 60 с), 72°С – 8 мин. Очищали ДНК эта-
нолом и 3М ацетатом аммония, и далее секвениро-
вали в обоих направлениях на секвенаторе Applied
Biosystems 3500 (Thermo Scientific, США).

Для выравнивания полученных последовательно-
стей ДНК использовали алгоритм MUSCLE из пакета
программ MEGA6 (Tamura et al., 2013). Генетические
дистанции (p-distance) рассчитывали также в програм-
ме MEGA6. Построение филогенетических деревьев по
методу Байеса проводили в программе MrBayes v.3.2.6
(Ronquist, Huelsenbeck, 2003; Ronquist et al., 2012) с па-
раметрами, предложенными в работе Кармокова
(Karmokov, 2019; Bolshakov, Prokin, 2021). Визуализа-
цию и редактирование полученных филогенетических
деревьев осуществляли в программе FigTree v.1.4.3
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Для филогенетического анализа использовали
последовательности ДНК из базы данных GenBank.
Однако последовательности представителей группы
Chironomus aberratus, кроме Ch. sororius – AF192198.1,
в свободном доступе отсутствуют. Кроме этого, в
GenBank были найдены последовательности не-
определенных до вида хирономид из водоемов Кана-
ды, относящиеся, вероятно, к данной группе:
KR670353.1 (Chironomus sp. BOLD-2016 voucher
CHU06-COL-371) и KR963693.1 (Chironomus sp.
BOLD-2016 voucher BIOUG18205-D04).

Номера доступа к использованным последова-
тельностям в базах дaнных: Chironomus acutiventris
Wülker, Ryser, Scholl 1983 – AF192200.1, Ch. annularius
Meigen, 1818 – AF192189.1, Ch. aprilinus Meigen, 1830 –
KC250746.1, Ch. balatonicus Devai, Wülker, Scholl, 1983 –
JN016826.1, Ch. bernensis Wülker et Klötzli, 1973 –
AF192188.1, Ch. borokensis Kerkis, Filippova, Schobanov,
Gunderina, Kiknadze, 1988 – AB740261, Ch. cingulatus
Meigen, 1830 – AF192191.1, Ch. commutatus Keyl, 1960 –
AF192187.1, Ch. curabilis Belyanina, Sigareva, Loginova,
1990 – JN016810.1, Ch. dilutus Shobanov, Kiknadze,
Butler, 1999 – KF278335.1, Ch. entis Shobanov, 1989 –
KM571024.1, Ch. heterodentatus Konstantinov, 1956 –
AF192199.1, Ch. heteropilicornis Wülker, 1996 –
MK795772.1, Ch. luridus Strenzke, 1959 – AF192203.1,
Ch. maturus Johannsen, 1908 – DQ648204.1, Ch. mela-
nescens Keyl, 1961 – MG145351.1, Ch. nipponensis
Tokunaga, 1940 – LC096172.1, Ch. novosibiricus Ki-
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knadze, Siirin, Kerkis, 1993 – AF192197.1, Ch. nuditarsis
Keyl, 1961 – KY225345.1, Ch. obtusidens Goetghebuer,
1921 – CHMNO207-15 (http://www.boldsystems.org/in-
dex. php/Public_RecordView?processid=CHMNO207-15);
Ch. piger Strenzke, 1959 – AF192202.1, Ch. pilicornis Fa-
bricius, 1787 – BSCHI736-17, Ch. plumosus Linnaeus,
1758 – KF278217.1, Ch. riparius Meigen, 1804 –
KR756187.1, Ch. sokolovae Istomina, Kiknadze, Siirin,
1999 – MW471100, Ch. tentans Fabricius, 1805 –
AF110157.1, Ch. tuvanicus Kiknadze, Siirin et Wulker,
1993 – AF192196.1, Ch. whitseli Sublette, Sublette, 1974 –
KR683438.1. В качестве вида внешней группы ис-
пользовали Drosophila melanogaster Meigen, 1830 –
HQ551913.1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Кариотип Ch. sororius из дельты р. Печора. Дипло-

идный набор 2n = 8, комбинация хромосомных плеч
AB, CD, EF и G – соответствует цитокомплексу
“thummi”. Хромосомы AB и CD – метацентриче-
ские, EF – субметацентрческая, G – телоцентриче-
ская, в нашем случае гомологи всегда не спарены
(рис. 1.). B-хромосомы отсутствуют. Ядрышко и два
кольца Бальбиани расположены в плече G. Также
одно кольцо Бальбиани расположено в плече B. Ка-
риотип Ch. sororius сходен с кариотипом Ch. aberratus
(Wülker, 1973), последовательности в плечах A, D, E
и F идентичны, отличается фиксированными инвер-
сиями в плечах B, C и G. Кроме этого, центромер-
ные районы у Ch. sororius значительно крупнее
Ch. aberratus, но меньше, чем у Ch. melanotus Keyl
1961.

В плече A обнаружена одна последовательность
sorA1=abeA1 (Keyl, 1962; Wülker, 1973; Kiknadze et al.,
2016).

sorA1 1a-2c 10a-12c 4a-9e 2d-3i 13a-19f C.
В плече B две последовательности sorB2 и sorB3,

на настоящий момент не картированы.
В плече C последовательность sorC2=abeC1 (Ki-

knadze et al., 2016).
sorC2 1a-6b 11c-8a 15e-11d 6gh 17a-16a 7d-a 6f-c

17b-22g C.
В плече D последовательность sorD1=abeD1

(Wülker, 1973; Kiknadze et al., 2016).
sorD1 1a-3g 11a-18f 7d-4a 10e-7e 18g-24g C.
В плече E одна последовательность sorE1=abeE1

(Wülker, 1973; Kiknadze et al., 2016).
sorE1 1a-3e 5a-10b 4h-3f 10c-13g C.
В плече F две последовательности sorF1=abeF1 и

sorF2 (Wülker, 1973; Kiknadze et al., 2016).
sorF1 1a-10d 17d-11a 18a-23f C.
sorF2 1a-2f 8f-3a 9a-10d 17d-11a 18a-23f C.
В плече G одна последовательность sorG1, на на-

стоящий момент не картирована.
Первоначально, при идентификации вида как Ch.

sororius у нас возникли сложности, обусловленные

низким качеством цитологического препарата и
высоким сходством последовательностей дисков
политенных хромосом у близкородственных видов.
В результате цитогенетического анализа было об-
наружено 9 последовательностей дисков гомоло-
гичных (политенных) хромосом: sorA1=abeA1,
sorB2, sorB3, sorC2=abeC1, sorD1=abeD1,
sorE1=abeE1, sorF1=abeF1, sorF2 и sorG1. Несмотря
на суровые условия обитания и удаленность от мест
других находок, значительных особенностей в кари-
отипе, а также новых последовательностей не обна-
ружено.

К сожалению, количества изученных личинок
недостаточно для оценки цитогенетической струк-
туры популяции.

Молекулярно-генетический анализ участка гена
COI и филогенетический анализ. В результате молеку-
лярно-генетического анализа был прочитан участок
гена COI длиной 584 нуклеотида, и размещен в базе
данных GenBank под номером MZ324811. Мини-
мальные генетические дистанции (p-distance), рас-
считанные в программе MEGA6, указывают на вы-
сокое сходство изучаемой нами личинки из дельты
р. Печора с видом Ch. sororius из г. Новосибирск –
1%, что значительно выше 3%-ного порога, приня-
того при разграничении видов Chironomus (Polukon-
ova et al., 2009; Proulx et al., 2013; Karmokov, 2019; Bol-
shakov, Prokin, 2021). Проведенный на основании
сравнения последовательностей COI филогенетиче-
ский анализ по методу Байеса (рис. 2) показывает
объединение родственных видов в кластеры (груп-
пы): aberratus, riihimakiensis, lacunarius, plumosus, obtus-
idens, и piger, ранее выделенные по морфологическим и
цитогенетическим признакам. Обнаруженная нами
личинка с высоким уровнем достоверности относит-
ся к группе Chironomus aberratus и является видом
Ch. sororius (99%).

При анализе двух последовательностей участка
гена COI из GenBank неидентифицированных видов
Chironomus (из Канады) генетические дистанции
оказались выше 3% порогового значения, и состави-
ли 3.8% и 7.8% для Chironomus sp. (KR963693.1) и Chi-
ronomus sp. (KR670353.1) соответственно; высокие
значения prob. в узлах веток на филогенетическом
дереве указывают, что эти последовательности, ве-
роятно, также относятся к группе видов Chironomus
aberratus.

Таким образом, при неоднозначной интерпрета-
ции данных морфологического и цитогенетического
анализа, мы успешно применили метод баркодинга
фрагмента гена COI, для идентификации единствен-
ной найденной личинки Ch. sororius из устья р. Печо-
ра, которая оказалась первой находкой для Европей-
ской части России.
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Рис. 1. Кариотип Ch. sororius из дельты р. Печора. Стрелки указывают на центромеры, sorA1.1, sorB2.3 – сочетания инверси-
онных вариантов плеч хромосом, BR – кольца Бальбиани, N – ядрышко.
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Karyotype and COI Gene Sequences of Chironomus sororius Wülker 1973 (Diptera, 
Chironomidae) from the Pechora River Delta
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Larva Chironomus sororius Wülker, 1973 was found in the European part of Russia and beyond the Arctic Circle, in
the delta of the Pechora River for the first time. Nine inversion variants of chromosome arms determined: sorA1,
sorB2, sorB3, sorC2, sorD1, sorE1, sorF1, sorF2 and sorG1. The additional B-chromosomes are absent. A nucleo-
tide sequence of the 584-nucleotide COI gene region was obtained. Bayesian inference showed that the species be-
longs to the group Chironomus aberratus, and closely related to Ch. sororius from Western Siberia (Novosibirsk). The
estimated genetic p-distance between obtained sequence and Ch. sororius from Novosibirsk was about 1%, which is
much lower than the commonly accepted threshold of 3% for species of genus Chironomus Meigen, 1803. By ana-
lyzing two COI sequences from the GenBank of unidentified Chironomus species from Canada, the genetic distances
were above the threshold value (3.8% and 7.8%), and they probably belong to this group of species.

Keywords: Diptera, Chironomidae, Chironomus sororius, COI, DNA-barcode, karyotype, Pechora river
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ПАМЯТИ ОЛЬГИ ВЛАДИМИРОВНЫ ЗАЦЕПИНОЙ (1951–2020)
DOI: 10.31857/S0041377121060080

9 ноября 2020 г. ушла из жизни Ольга Владими-
ровна Зацепина – известный ученый, специалист в
области клеточной биологии, цитологии, гистоло-
гии, профессор (2006), доктор биологических наук
(1990), главный научный сотрудник, и. о. руководи-
теля Лаборатории функциональной организации
клеточного ядра Института биоорганической химии
им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинни-
кова РАН.

Ольга Владимировна родилась 10 апреля 1951 г. в
Москве, в 1973 г. с отличием закончила Биолого-
почвенный факультет Московского государствен-
ного университета им. М.В. Ломоносова, а в 1976 г. –
аспирантуру при МГУ. Ольга Владимировна успеш-
но защитила сначала кандидатскую диссертацию
(1977) “Электронномикроскопическое изучение по-
ведения ядерной оболочки при делении клеток” а
потом и докторскую (1990) “Структурные основы
линейной дифференцированности хромосом эука-
риот”, внесших значительный вклад в понимание
механизмов становления и функционирования ядер
в нормальных и патологических условиях.

В 1977–2008 гг. Ольга Владимировна работала в
Научно-исследовательском институте физико-хи-
мической биологии им. А.Н. Белозерского МГУ, где

прошла путь от младшего научного сотрудника до
руководителя лаборатории (1998–2008).

В 2001–2020 гг. профессор Зацепина работала в
Институте биоорганической химии им. академиков
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, зани-
мая должности ведущего научного сотрудника
(2001–2008), руководителя лаборатории (2008–
2017), главного научного сотрудника и и. о. руково-
дителя лаборатории (2017–2020).

Профессор Зацепина автор 154 статей в высоко-
рейтинговых научных журналах, 10 патентов РФ на
изобретения. Ее вклад в изучение строения и меха-
низмов функционирования соматических и поло-
вых клеток млекопитающих как в процессе их нор-
мального развития, так и при патологии, очень ве-
лик. Так, заслуженное признание получили работы
О.В. Зацепиной, посвященные изучению структуры,
свойств и функций ядрышек соматических клеток, а
также производных ядрышек в ооцитах и предше-
ственников ядрышек в ранних эмбрионах мыши.
Статья, подготовленная научными коллективами
под руководством проф. О.В. Зацепиной и проф.
А.П. Дыбана “Выявление ядрышкообразующих
районов хромосом в одноклеточных зародышах и
ооцитах мыши с помощью флуоресцентной гибри-
дизации in situ” (Коробова Ф.А., Романова Л.Г., Но-
ниашвили Е.М., Дыбан А.П., Зацепина О.В. 2004.
Онтогенез. Т. 35. № 5. С. 336–346) была отмечена ди-
пломом и премией Международной академической
издательской компании “Наука/Интерпериодика”
как лучшая публикация 2004 г. в издаваемых ею жур-
налах.

Еще при жизни Ольги Владимировны высокий
уровень ее научных исследований был по достоин-
ству оценен и поддержан стипендиями Лондонского
Королевского общества (The Royal Society of Lon-
don, Великобритания), Фонда им. Александра фон
Гумбольдта (Alexander von Humboldt-Stiftung, Гер-
мания), Фонда Wellcome Trust (Wellcome Trust Foun-
dation, Великобритания), Национального института
сельскохозяйственных исследований Франции (In-
stitut National de la Recherche Agronomique, INRA;
Франция), Института Кюри (Institut Curie, Фран-
ция), Национального научного фонда США (Na-
tional Science Foundation, NSF; США).

В последние годы проф. Зацепина наряду с изуче-
нием морфофункциональных особенностей предо-
вуляторных ооцитов и ранних зародышей мышевид-
ных грызунов внедряла результаты своих исследова-
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ний в практическое здравоохранение с целью
возможного использования их в качестве тест-си-
стем для диагностики некоторых заболеваний.

Профессор Зацепина уделяла большое внимание
воспитанию и становлению научного мировоззре-
ния молодых ученых: под ее руководством было вы-
полнено 16 кандидатских диссертаций и более 50 ди-
пломных работ.

Ольга Владимировна была активным членом ред-
коллегии журнала “Цитология”, Научного совета по
клеточной биологии и иммунологии Отделения био-
логических наук РАН и диссертационных советов:
двух – на базе МГУ им. М.В. Ломоносова и совета на
базе Института биологии развития им. Н.К. Кольцо-
ва РАН; кроме того, она была представителем Рос-

сийской Федерации в Международном оргкомитете
совещаний по ядру им. В. Бернхарда (Wilhelm Bern-
hard Nuclear Workshop).

Ольга Владимировна была не только блестящим
ученым, но и подлинным потомственным интелли-
гентом, с которым было так интересно общаться. Ее
требовательность к своим исследованиям была уни-
кальна, а эмоциональные размышления о прозе, на-
уке, модусе развития Академии наук, месте ученого
в современном мире, о политике были воистину бес-
ценны и надолго запомнятся всем тем, кому по-
счастливилось работать вместе с ней – таким удиви-
тельным человеком.

П.А. Дыбан, Е.М. Нониашвили, А.В. Зацепин


