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Основные положения
• В число цитокинов, выделяемых при культивировании первичными эндотелиальными клет-

ками клапанов сердца, артерий, вен и сосудов микроциркуляторного русла человека, входят 
MIF, IL-6, IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5, MIP-3α/CCL20, GM-CSF, G-CSF, GRO-α/
CXCL1, ENA-78/CXCL5, IP-10/CXCL10, PTX3.

• Вышеперечисленные цитокины можно разделить на высокоэкспрессируемые (MCP-1/CCL2, 
IL-8/CXCL8, GROα/CXCL1, MIF, пентраксин-3), среднеэкспрессируемые (IL-6) и низкоэкспрес-
сируемые (GM-CSF, G-CSF, RANTES/CCL5, MIP-3α/CCL20, ENA-78/CXCL5, IP-10/CXCL10).

• Эндотелиальные клетки внутренней грудной артерии человека характеризуются наиболее ин-
тенсивным синтезом и наиболее выраженным выделением провоспалительных цитокинов в срав-
нении с эндотелиальными клетками вен, сосудов микроциркуляторного русла и клапанов сердца.

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ВЫДЕЛЕНИЯ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ 
ЦИТОКИНОВ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫМИ КЛЕТКАМИ АОРТАЛЬНОГО 

КЛАПАНА, ВНУТРЕННЕЙ ГРУДНОЙ АРТЕРИИ, БОЛЬШОЙ ПОДКОЖНОЙ 
ВЕНЫ И МИКРОСОСУДОВ ПОДКОЖНОЙ ЖИРОВОЙ ТКАНИ ЧЕЛОВЕКА

Цель Определить перечень провоспалительных цитокинов, выделяемых различ-
ными линиями первичных эндотелиальных клеток в культуральную среду.

Материалы 
и методы

Первичные эндотелиальные клетки аортального клапана (ЭК-АК) были полу-
чены от пациентов с аортальным стенозом (n = 3). Первичные эндотелиальные 
клетки большой подкожной вены (n = 3), внутренней грудной артерии (n = 3) 
и сосудов микроциркуляторного русла подкожной жировой ткани (n = 3) были 
выделены от пациентов с ишемической болезнью сердца, подвергшихся ко-
ронарному шунтированию. Анализ экспрессии генов MIF, IL6, CXCL8, CCL2, 
CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, CXCL1, CXCL5, CXCL10, PTX3, SERPINE1, VCAM1, 
ICAM1, SELE и SELP был проведен методом количественной полимеразной цеп-
ной реакции после обратной транскрипции. Анализ содержания 109 провоспа-
лительных цитокинов в бессывороточной культуральной среде был выполнен 
посредством полуколичественного дот-блот-профилирования с хемилюминес-
центной схемой детекции и последующей денситометрией в программе ImageJ. 
Статистический анализ проводили при помощи критерия Краскела-Уоллиса с 
поправкой на множественные сравнения по критерию Данна.

Результаты

MIF, IL-6, IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5, GM-CSF, GROα/CXCL1, 
ENA-78/CXCL5 и PTX3 были детектированы в культуральной среде от всех вы-
деленных линий ЭК, а G-CSF, MIP-3α/CCL20 и IP-10/CXCL10 – только в культу-
ральной среде от ЭК-ВГА. В сравнении с остальными изученными линиями ЭК-
ВГА характеризовались статистически значимо повышенной экспрессией генов 
CCL2, CCL20, CSF2, CSF3 и CXCL10, а также тенденцией к значимому повы-
шению экспрессии генов CXCL5 и SERPINE1. Напротив, в ЭК-БПВ и МСЭК не 
было выявлено тенденции к значимому повышению экспрессии хотя бы одного 
гена провоспалительных цитокинов. Шесть приведенных генов (CCL2, CXCL8, 
CXCL1, MIF, PTX3, IL6) стабильно обладали более высокой экспрессией в срав-
нении с остальными генами цитокинов независимо от клеточной линии. Под-
счет суммы рангов экспрессии каждого из исследованных цитокинов показал 
существенное различие ее значений между ЭК-ВГА и остальными линиями ЭК.
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Aim To define pro-inflammatory cytokines secreted by distinct primary endothelial 
cells (ECs) into the cell culture medium.

Methods

Primary human aortic valve endothelial cells (HAVEC) were obtained from the patients 
with aortic stenosis (n = 3). Primary human saphenous vein endothelial cells (HSaVEC, 
n = 3), internal thoracic artery endothelial cells (HITAEC, n = 3), and subcutaneous 
adipose tissue-derived microvascular endothelial cells (HMVEC, n = 3) were isolated 
from the patients with coronary artery disease. Expression of MIF, IL6, CXCL8, CCL2, 
CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, CXCL1, CXCL5, CXCL10, PTX3, SERPINE1, VCAM1, 
ICAM1, SELE, and SELP genes was performed by reverse transcription-quantitative 
polymerase chain reaction. The levels of 109 pro-inflammatory cytokines in the serum-
free cell culture medium were measured by the semi-quantitative dot blot profiling 
with the chemiluminescent detection and densitometry. Statistical analysis was carried 
out using Kruskal-Wallis test with the further Dunn’s multiple comparisons test.

Results

MIF, IL-6, IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5, GM-CSF, GROα/CXCL1, 
ENA-78/CXCL5, and PTX3 were detected in the cell culture supernatant from all 
EC lines, whilst G-CSF, MIP-3α/CCL20, and IP-10/CXCL10 were exclusively 
observed in the cell culture supernatant from HITAEC. As compared with other 
cell lines, HITAEC had significantly elevated expression of CCL2, CCL20, CSF2, 
CSF3, and CXCL10 genes and showed a trend to the increased expression of CXCL5 
and SERPINE1 genes. In contrast, HSaVEC and HMVEC did not demonstrate 
significant increase in the expression of any of the genes encoding pro-inflammatory 
cytokines. CCL2, CXCL8, CXCL1, MIF, PTX3, and IL6 genes had higher expression 
in comparison to other cytokine-encoding genes regardless of the EC line. 

Highlights
• The list of cytokines produced by the primary human valvular, arterial, venous, and microvascular 

endothelial cells (ECs) is restricted to MIF, IL-6, IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5, MIP-
3α/CCL20, GM-CSF, G-CSF, GRO-α/CXCL1, ENA-78/CXCL5, IP-10/CXCL10, and PTX3.

• These cytokines can be classified into those with a high (MCP-1/CCL2, IL-8/CXCL8, GROα/
CXCL1, MIF, and pentraxin-3), moderate (IL-6), and low expression (GM-CSF, G-CSF, RANTES/
CCL5, MIP-3α/CCL20, ENA-78/CXCL5, and IP-10/CXCL10).

• Human internal thoracic artery endothelial cells show the highest inflammatory activity in comparison 
with saphenous vein endothelial cells, adipose tissue-derived microvascular endothelial cells, and aortic 
valve endothelial cells.
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Заключение

Полученные данные позволили определить перечень выделяемых ЭК про-
воспалительных цитокинов (MIF, IL-6, IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, RANTES/
CCL5, MIP-3α/CCL20, GM-CSF, G-CSF, GRO-α/CXCL1, ENA-78/CXCL5, IP-
10/CXCL10, PTX3) и предположить более выраженный провоспалительный 
статус ЭК-ВГА в сравнении с ЭК-АК, ЭК-БПВ и МСЭК.
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Список сокращений
МСЭК
ЭК
ЭК-АК

–
–
–

микрососудистые эндотелиальные клетки
эндотелиальные клетки
ЭК аортального клапана

ЭК-БПВ
ЭК-ВГА

–
–

ЭК большой подкожной вены
ЭК внутренней грудной артерии

Введение
Эндотелиальные клетки (ЭК) являются неза-

менимыми элементами системы кровообращения, 
обеспечивая атромбогенность сосудов, регулируя со-
судистый тонус для контроля параметров артериаль-
ного давления и поддерживая базальную концентра-
цию провоспалительных цитокинов в крови [1–4]. 
Последние в норме стимулируют физиологическую 
миграцию иммунных клеток в очаг воспаления и их 
паракринное взаимодействие с ЭК, в совокупности 
поддерживая формирование новых сосудов микро-
циркуляторного русла из уже имеющихся для под-
держания регенерации тканей [1–4]. Воздействие 
пусковых факторов дисфункции эндотелия (дисли-
пидемии, гипергликемии, азотемии, уремии, гипер-
фосфатемии, ишемии) стимулирует провоспалитель-
ную активацию ЭК, сопровождающуюся повыше-
нием выделения провоспалительных цитокинов в 
системный кровоток и индукцией патологического 
ангиогенеза в тканях [1–4]. Это, в свою очередь, при-
водит к формированию хронического стерильного 
системного воспаления низкой интенсивности, кото-
рое способствует прогрессированию артериальной 
гипертензии (за счет снижения выделения эндотели-
альных вазодилататоров), нарушению паракринных 
взаимодействий между ЭК и гладкими миоцитами 
мышечной оболочки сосудов либо перицитами ка-
пилляров (что приводит к их переходу с сократитель-
ного фенотипа на синтетический и к повышению 
общего периферического сопротивления сосудов), 
дальнейшему повышению жесткости артериальной 
стенки (вследствие параллельного эластолиза и кол-
лагеногенеза) и развитию феномена патологического 
старения (несоответствия биологического возраста 
хронологическому, клинически проявляющемуся 
синдромом старческой астении) [5, 6].

Важным аспектом физиологии ЭК является их 
выраженная гетерогенность, определяемая биомеха-
ническими параметрами потока (напряжение сдвига, 

выраженность циклического растяжения сосудистой 
стенки, систолическое и диастолическое артери-
альное давление), газово-электролитным составом 
(в частности, парциальным давлением кислорода и 
углекислого газа, существенно варьирующим меж-
ду артериальной, венозной и капиллярной кровью), 
а также плотностью внеклеточного матрикса сосу-
дов (которая существенно повышается с возрастом 
вследствие снижения эластичности) [7–9]. Различия 
биофизических и биохимических условий функци-
онирования артериальных, венозных, микрососуди-
стых (в особенности капиллярных) и клапанных ЭК 
обусловливают гетерогенность профиля экспресси-
руемых и выделяемых ими в системный кровоток 
молекул, в том числе качественного и количествен-
ного состава провоспалительных цитокинов [7–9]. 
Несмотря на убедительные теоретические предпо-
сылки и транскриптомные доказательства молеку-
лярной гетерогенности ЭК различных типов сосу-
дов, ее физиологическая значимость и возможность 
применения данных фундаментальных знаний в кли-
нической практике остаются неясными. Вместе с тем 
значительное количество эндотелиальных клеток (по 
различным оценкам, от 1 до 60 триллионов) и их не-
посредственный контакт с циркулирующей кровью 
позволяют предположить патофизиологическую и 
клиническую актуальность выделения ЭК провоспа-
лительных цитокинов в системный кровоток [10, 11].

Активное изучение нормальной и патологической 
физиологии эндотелия подразумевает определение 
конкретного перечня провоспалительных цитоки-
нов, выделяемых различными линиями ЭК. В экс-
периментальной практике возможно прижизненное 
получение ЭК аортального клапана (ЭК-АК) при его 
протезировании вследствие аортального стеноза, а 
также ЭК внутренней грудной артерии (ЭК-ВГА) и 
большой подкожной вены (ЭК-БПВ), активно приме-
няемых в качестве кондуитов для коронарного шун-
тирования, и ЭК микрососудов подкожной жировой 

Count of the expression ranks per each of these pro-inflammatory cytokines 
showed a significant relative distance between HITAEC and other EC lines.

Conclusion

We defined a list of endothelial pro-inflammatory cytokines (MIF, IL-6, IL-8/
CXCL8, MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5, MIP-3α/CCL20, GM-CSF, G-CSF, 
GRO-α/CXCL1, ENA-78/CXCL5, IP-10/CXCL10, and PTX3) and suggested a 
higher pro-inflammatory status of HITAEC as compared with HAVEC, HSaVEC, 
and HMVEC.

Keywords Endothelial cells • Aortic valve • Internal thoracic artery • Saphenous vein • 
Microvessels • Pro-inflammatory cytokines • Endothelial dysfunction
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тексирования створок АК в течение 1 минуты для 
открепления ЭК от базальной мембраны смыв 
центрифугировали при 300 × g в течение 5 минут 
с дальнейшим высаживанием ЭК-АК в культу-
ральные флаконы T-25 (07–9025, Biologix Plastic 
(Changzhou) Co., Ltd.), покрытые 0,1% желатином 
(1.4.6, Биолот) и заполненные средой EndoBoost. 
На следующий день среду EndoBoost заменяли на 
среду EndoBoost Plus (EB2, AppScience Products) и 
растили ЭК-АК до достижения конфлюэнтности.

Эндотелиальные клетки большой подкож-
ной вены (ЭК-БПВ), внутренней грудной артерии 
(HITAEC или ЭК-ВГА) и микрососудов подкожной 
жировой ткани (МСЭК) соответственно выделяли 
из сегментов БПВ (длиной ≈ 2 см) и ВГА (≈ 1 см) и 
фрагментов подкожной жировой ткани с окружаю-
щей стромой (общий объем ≈ 5 см3), полученных в 
результате коронарного шунтирования в отделении 
кардиохирургии № 1 клиники НИИ КПССЗ. Из-
влеченные биологические ткани немедленно пере-
носили в пробирках объемом 15 мл (601002, Wuxi 
NEST Biotechnology Co., Ltd.), заполненных средой 
для устойчивой пролиферации ЭК EndoBoost (EB1, 
AppScience Products). После доставки в лаборато-
рию ткани интенсивно промывали в ФСБД. Далее 
выполняли продольный разрез сегментов БПВ и 
ВГА и отделение фрагментов собственно подкож-
ной жировой ткани (≈ 1,5 см3) от стромы (которую 
далее утилизировали), после чего ткани инкубиро-
вали в 0,15% растворе коллагеназы IV типа в тече-
ние 60 минут при 37 °C. После инкубации ткани 
аккуратно вортексировали в течение 2 минут для 
лучшего открепления ЭК от базальной мембраны. 
Ферментативную деградацию базальной мембраны 
останавливали добавлением 5% фетальной бычьей 
сыворотки (ФБС, 1.1.6.1, Биолот), предварительно 
растворенной в ФСБД. Сегменты БПВ и ВГА далее 
утилизировали, а лизат жировой ткани фильтровали 
через клеточные сита (диаметр пор 70 мкм, 15–1070, 
Biologix Plastic (Changzhou) Co., Ltd.). Суспензии 
ЭК-БПВ, ЭК-ВГА и МСЭК центрифугировали при 
220 × g в течение 5 минут при комнатной темпера-
туре и далее высаживали в культуральные флаконы 
T-25, покрытые фибронектином (10 мкг/мл, 1.4.11, 
Биолот) и заполненные средой EndoBoost. На сле-
дующий день среду EndoBoost заменяли на среду 
EndoBoost Plus и культивировали ЭК-БПВ, ЭК-ВГА 
и МСЭК до достижения конфлюэнтности. 

Культуры ЭК-АК, ЭК-БПВ, ЭК-ВГА и МСЭК 
очищали от мезенхимальных клеток при помощи 
магнитной сепарации (магнит EasySep, STEMCELL 
Technologies) на CD31+ бусах (Dynabeads, 11155D, 
Thermo Fisher Scientific) в соответствии с инструк-
цией производителя. Динамическую оценку про-
лиферации и морфологических характеристик 
культур ЭК-АК, ЭК-БПВ, ЭК-ВГА и МСЭК прово-
дили при помощи фазово-контрастной микроско-

ткани (МСЭК), выделяемой в процессе выполнения 
соответствующего хирургического доступа [12–14]. 
В таком экспериментальном дизайне ЭК-АК пред-
ставляют собой исходно дисфункциональные ЭК 
(так как дисфункция эндотелия является одним из 
обязательных условий для развития аортального сте-
ноза), а ЭК-БПВ, ЭК-ВГА и МСЭК – относительно 
интактные ЭК, полученные от пациентов с потребо-
вавшей хирургического вмешательства ишемической 
болезнью сердца и сопутствующими коморбидными 
состояниями [12–14]. Несмотря на известные недо-
статки моделирования in vitro (невозможность одно-
временного сочетания характерных для состояния in 
vivo биомеханических и биохимических параметров), 
культивирование первичных ЭК в бессывороточной 
питательной среде позволяет выделить спектр про-
воспалительных молекул, выделяемых эндотелием в 
условиях депривации, соответствующей постишеми-
ческому метаболическому стрессу [12–14]. 

При изучении провоспалительных цитокинов in 
vitro необходимо сочетать анализ активности их вы-
деления (при помощи измерения их концентрации 
методами иммуноферментного анализа, мульти-
плексного анализа посредством конъюгированных 
с антителами флюоресцентно меченных магнит-
ных микросфер по технологии xMAP или посред-
ством дот-блоттинга) и количественной оценки 
экспрессии их генов ЭК. Таким образом становится 
возможным параллельный анализ транскрипцион-
ной программы, а также молекулярного профиля 
выделяемых цитокинов. Целью данного исследова-
ния было получение первичных ЭК-АК, ЭК-БПВ, 
ЭК-ВГА и МСЭК, определение перечня выделяе-
мых ими в культуральную среду эндотелиальных 
провоспалительных цитокинов и ранжирование 
экспрессии соответствующих генов. 

Материалы и методы
Выделение и культивирование клеток
Первичные ЭК-АК (human aortic valve endothelial 

cells, HAVEC) были получены из створок АК па-
циентов с аортальным стенозом, госпитализиро-
ванных в кардиохирургическое отделение. После 
извлечения створок АК с целью последующего 
его протезирования их немедленно переносили в 
клеточно-инженерную лабораторию в пробирках 
объемом 15 мл (601002, Wuxi NEST Biotechnology 
Co., Ltd.), заполненных средой для устойчивой 
пролиферации ЭК EndoBoost (EB1, AppScience 
Products). После доставки в лабораторию створки 
АК интенсивно промывали в фосфатно-солевом 
буфере по Дульбекко без кальция и магния (ФСБД, 
pH = 7.4, 1.2.4.7, Биолот) и инкубировали в тече-
ние 10 минут при 37 °C в 0.2% растворе коллагена-
зы IV типа (специфическая активность ≥ 160 ЕД/
мг, источник – Clostridium histolyticum, GC305015, 
Wuhan Servicebio Technology Co., Ltd.). После вор-
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центрифугировали при 220 × g (5804R, Eppendorf) 
для осаждения клеток и при 2 000 × g (MiniSpin Plus, 
Eppendorf) для осаждения клеточного дебриса. Да-
лее надосадок переносили в пробирки с предвари-
тельной гидрофобной обработкой для низкого свя-
зывания белка (Ac-ACT-017-L-B-S, Accumax Lab 
Devices Pvt. Ltd.) и замораживали при −80 °C (DW-
86L486E, Qingdao Haier Biomedical Co., Ltd.) для по-
следующего дот-блоттинга.

Анализ цитокинов методом дот-блот-профи-
лирования

Полуколичественное измерение уровня цито-
кинов, выделяемых ЭК-АК, ЭК-БПВ, ЭК-ВГА и 
МСЭК в культуральную среду, проводили посред-
ством дот-блоттинга. Для повышения концентра-
ции цитокинов в культуральной среде выполняли 
обогащение бессывороточной среды EndoLife от 
каждого из 12 доноров до равных объемов (в 6 раз, 
с 6 мл до 1 мл) при помощи вакуумного центрифуж-
ного концентрирования (HyperVAC-LITE, Gyrozen 
Co. Ltd.). Далее культуральную среду от различ-
ных доноров внутри каждой из линий ЭК объеди-
няли в один образец (пулировали) для получения 
усредненного результата и с целью относительной 
стандартизации концентрации провоспалительных 
молекул (для уменьшения вариабельности этого 
параметра вследствие различной пролиферативной 
активности культур ЭК в зависимости от донора). 
Скрининговый полуколичественный анализ содер-
жания цитокинов, выделяемых ЭК-АК, ЭК-БПВ, 
ЭК-ВГА и МСЭК в культуральную среду, выпол-
няли с использованием наборов для дот-блот про-
филирования Proteome Profiler Human XL Cytokine 
Array Kit (ARY022B, R&D Systems) в соответствии 
с инструкциями производителя (1 мл обогащенной 
культуральной среды на образец). Хемилюминес-
центную детекцию результатов дот-блоттинга про-
водили при помощи системы визуализации Odyssey 
XF (LI-COR Biosciences). Денситометрический 
анализ хемилюминесцентной съемки результа-
тов дот-блоттинга выполняли в программе ImageJ 
(версия 1.54k, National Institutes of Health) после 
бинаризации изображения с использованием сле-
дующей последовательности команд: инвертирова-
ние цвета изображения (edit – invert) – выделение 
области фонового свечения (rectangular selection) – 
измерение интенсивности фонового свечения – вы-
читание интенсивности фонового свечения (process 
– math – subtract) обратное инвертирование цвета 
изображения до исходного (edit – invert) – соб-
ственно денситометрия областей интереса (analyze 
– gels – select first lane – analyze – gels – plot lanes 
– wand – выделение площади пика). Использование 
бессывороточной среды позволяло отмыть остаточ-
ные компоненты ФБС и избежать неспецифической 
кросс-реакции с бычьими антигенами.

пии (Axio Observer.Z1, Carl Zeiss) и светлопольной 
микроскопии (ZOE, Bio-Rad). Чистоту ЭК-АК, ЭК-
БПВ, ЭК-ВГА и МСЭК оценивали путем проточ-
ной цитометрии с использованием конъюгирован-
ных с фикоэритрин-цианином 7 моноклональных 
антител мыши против CD146 человека (361008, 
BioLegend), конъюгированных с флюоресцеини-
зотиоцианатом моноклональных антител мыши 
против CD31 человека (303104, BioLegend), конъ-
югированных с Alexa Fluor 700 моноклональных 
антител мыши против CD90 человека (328120, 
BioLegend) и соответствующих изотипических 
контролей (400126, 400108 и 400144, BioLegend). 
Культуры клеток с долей CD146+ CD90– клеток ≥ 
99,5% относили к культурам высокой чистоты, при-
годным для экспериментальной работы. Пассажи-
рование (пересев) осуществляли в покрытые 0,1% 
желатином культуральных флаконах Т-25 или T-75 
(07-8075, Biologix Plastic (Changzhou) Co., Ltd.) с 
использованием раствора трипсина (0,25%) и эти-
лендиаминтетрауксусной кислоты (0,53 ммоль/л) с 
солями Хэнкса без кальция и магния (трипсин-ЭД-
ТА, П043п, ПанЭко) и 10% ФБС (FBS-HI-11A, 
Capricorn Scientific) для ингибирования трипсина. 
Для адгезии ЭК к покрытию из желатина использо-
вали культуральную среду EndoBoost, которую на 
следующие сутки меняли на культуральную среду 
EndoBoost Plus и культивировали ЭК-АК, ЭК-БПВ, 
ЭК-ВГА и МСЭК до достижения конфлюэнтности.

Для проведения эксперимента ЭК-АК, ЭК-БПВ, 
ЭК-ВГА и МСЭК (n = 3 донора на линию клеток, 
n = 12 доноров в совокупности) высаживали в по-
крытые 0,1% желатином культуральные флаконы 
Т-25 (708003, Wuxi NEST Biotechnology Co., Ltd.) 
с использованием культуральной среды EndoBoost, 
которую на следующие сутки меняли на культураль-
ную среду EndoBoost Plus и культивировали ЭК-АК, 
ЭК-БПВ, ЭК-ВГА и МСЭК до достижения кон-
флюэнтности. Непосредственно перед проведени-
ем экспериментов сывороточную среду EndoBoost 
заменяли на бессывороточную среду для поддержа-
ния физиологического состояния ЭК EndoLife (EL1, 
AppScience Products) с промежуточным двукрат-
ным промыванием ЭК ФСБД для отмывки от оста-
точных компонентов ФБС во избежание неспеци-
фической кросс-реакции с бычьими антигенами 
при дот-блоттинге и иммуноферментном анализе. 
Культуры инкубировали в среде EndoLife в течение 
24 часов. Исходная концентрация глюкозы в среде 
EndoLife составляла 5,5 ммоль/л. После этого кле-
точные культуры визуализировали и проводили ми-
крофотосъемку посредством фазово-контрастной 
микроскопии. После забора культуральной среды 
клетки промывали холодным (4 °С) ФСБД и лизи-
ровали тризолом (TRIzol, 15596018, Thermo Fisher 
Scientific) для выделения РНК в соответствии с ин-
струкциями производителя. Культуральную среду 
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(измерение относительных уровней транскриптов 
генов MIF, IL6, CXCL8, CCL2, CCL5, CCL20, CSF2, 
CSF3, CXCL1, CXCL5, CXCL10, PTX3, SERPINE1, 
VCAM1, ICAM1, SELE, SELP, SNAI1, SNAI2, TWIST1, 
ZEB1, NOS3 и VWF) проводили посредством пересче-
та их экспрессии относительно экспрессии референс-
ного для ЭК гена (PECAM1) [15, 16] по методу 2−ΔCt. 
Для расчета кратности изменения экспрессии (fold 
change) относительно группы сравнения (инкубиро-
ванные с ФСБД клетки) проводили расчет показателя 
2−ΔΔCt. Использованные в исследовании пары прайме-
ров представлены в табл. 1.

Статистический анализ
Статистический анализ проводили в программе 

GraphPad Prism 8 (GraphPad Software). При анализе 
результатов ОТ-кПЦР данные представляли в виде 
среднего арифметического и стандартного откло-

Анализ генной экспрессии
Обратную транскрипцию выделенной РНК вы-

полняли с использованием набора для синтеза кДНК 
M-MuLV–RH First Strand cDNA Synthesis Kit (R01-
250, Евроген) и обратной транскриптазы M-MuLV–
RH (R03-50, Евроген). Измерение генной экспрессии 
проводили при помощи количественной полимераз-
ной цепной реакции после обратной транскрипции 
(ОТ-кПЦР) с использованием самостоятельно разра-
ботанных праймеров (500 нмоль/л каждый, Евроген), 
кДНК (20 нг), мастер-микса BioMaster HS-qPCR Lo-
ROX SYBR (MHR031-2040, Биолабмикс) и амплифи-
катора ViiA 7 (Thermo Fisher Scientific) в соответствии 
с инструкциями производителя. Для каждой биологи-
ческой повторности (n = 12, по числу доноров) при 
измерении уровня генной экспрессии выполняли три 
технических повторности. Количественный анализ 
уровней мРНК генов интереса в лизате ЭК человека 

Таблица 1. Последовательности праймеров для количественной полимеразной цепной реакции (ОТ-кПЦР) после обратной 
транскрипции
Table 1. Primer sequences for the reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction

Ген / 
Gene Прямой праймер / Direct primer Обратный праймер / Reverse primer

Провоспалительные цитокины / Pro-inflammatory cytokines
MIF 5′-GGTGTCCGAGAAGTCAGGCA-3′ 5′-GGGGCACGTTGGTGTTTACG-3′
IL6 5′-GGCACTGGCAGAAAACAACC-3′ 5′-GCAAGTCTCCTCATTGAATCC-3′
CXCL8 5′-CAGAGACAGCAGAGCACAC-3′ 5′-AGTTCTTTAGCACTCCTTGGC-3′
CCL2 5′-TTCTGTGCCTGCTGCTCATAG-3′ 5′-AGGTGACTGGGGCATTGATTG-3′
CCL5 5′-AGTGGCAAGTGCTCCAACCC-3′ 5′-TCAGCCGGGAGTCATACAGGA-3′
CCL20 5′-TGAAGGCTGTGACATCAATGCT-3′ 5′-CCATTCCAGAAAAGCCACAGTT-3′
CSF2 5′-AGCCTCACCAAGCTCAAGGG-3′ 5′-GGGGATGACAAGCAGAAAGTCC-3′
CSF3 5′-TCCAGGAGAAGCTGGTGAGTGA-3′ 5′-GAGCCCCTGGTAGAGGAAAAGG-3′
CXCL1 5′-GCTTGCCTCAATCCTGCATCC-3′ 5′-ACAATCCAGGTGGCCTCTGC-3′
CXCL5 5′-ATCTGCAAGTGTTCGCCATAGG-3′ 5′-TCCATGCGTGCTCATTTCTCTT-3′
CXCL10 5′-AGGAACCTCCAGTCTCAGCAC-3′ 5′-GGACAAAATTGGCTTGCAGGA-3′
PTX3 5′-GAACTTTGCGTCTCTCCAGCAA-3′ 5′-AGAGCTTGTCCCATTCCGAGT-3′
SERPINE1 5′-CGCCGCCTCTTCCACAAATC-3′ 5′-AGGGCAGTTCCAGGATGTCG-3′

Молекулы клеточной адгезии (рецепторы эндотелиальных клеток для лейкоцитов) / Cell adhesion molecules 
(endothelial cell receptors for leukocytes)

VCAM1 5’-CGTCTTGGTCAGCCCTTCCT-3’ 5’-ACATTCATATACTCCCGCATCCTTC-3’
ICAM1 5’-TTGGGCATAGAGACCCCGTT-3’ 5’-GCACATTGCTCAGTTCATACACC-3’
SELE 5’-GCACAGCCTTGTCCAACC-3’ 5’-ACCTCACCAAACCCTTCG-3’
SELP 5′-ATGGGTGGGAACCAAAAAGG-3′ 5′-GGCTGACGGACTCTTGATGTAT-3′

Транскрипционные факторы эндотелиально-мезенхимального перехода / Endothelial-to-mesenchymal transition 
transcription factors

SNAI1 5’-CAGACCCACTCAGATGTCAAGAA-3’ 5’-GGGCAGGTATGGAGAGGAAGA-3’
SNAI2 5’-ACTCCGAAGCCAAATGACAA-3’ 5’-CTCTCTCTGTGGGTGTGTGT-3’
TWIST1 5’-GTCCGCAGTCTTACGAGGAG-3’ 5’-GCTTGAGGGTCTGAATCTTGCT-3’
ZEB1 5’-GATGATGAATGCGAGTCAGATGC-3’ 5’-ACAGCAGTGTCTTGTTGTTGT-3’

Маркеры эндотелиального фенотипа / Endothelial phenotype markers

NOS3 5′-GTGATGGCGAAGCGAGTGAAG-3′ 5′-CCGAGCCCGAACACACAGAAC-3′
VWF 5′-CCTTGACCTCGGACCCTTATG-3′ 5′-GATGCCCGTTCACACCACT-3′

Гены «домашнего хозяйства» / Housekeeping genes

PECAM1 5’-TGGCGCATGCCTGTAGTA-3’ 5’-TCCGTTTCCTGGGTTCAA-3’



202 Эндотелиальные клетки и провоспалительные цитокины

Анализ содержания провоспалительных цитокинов в пред-
варительно центрифугированной (2 000 × g) обогащенной 
(в 6 раз) бессывороточной культуральной среде от первич-
ных эндотелиальных клеток аортального клапана (ЭК-АК), 
большой подкожной вены (ЭК-БПВ), внутренней грудной 
артерии (ЭК-ВГА) и микрососудов подкожной жировой тка-
ни (МСЭК) человека, инкубированных в течение 24 часов 
после достижения конфлюэнтности. Дот-блоттинг. Сверху: 
результаты хемилюминесцентной детекции цитокинов на 
мембранах. Снизу: расположение провоспалительных ци-
токинов на мембранах. Провоспалительные цитокины вы-
делены розовым цветом, ангиогенные молекулы – красным 
цветом, протромботические молекулы – зеленым цветом, 
растворимые формы эндотелиальных рецепторов – желтым 
цветом, прочие молекулы – голубым цветом
Measurement of pro-inflammatory cytokines in the pre-
centrifuged (2 000 × g) and enriched (6-fold) serum-free cell 
culture supernatant from primary human aortic valve endothelial 
cells (HAVEC), human saphenous vein endothelial cells 
(HSaVEC), human internal thoracic artery endothelial cells 
(HITAEC), and adipose tissue-derived microvascular endothelial 
cells (HMVEC) incubated for 24 hours. Top: chemiluminescent 
detection of cytokines on the dot blot membranes. Bottom: 
distribution of pro-inflammatory cytokines on the dot blot 
membranes. Pro-inflammatory cytokines are marked pink, 
angiogenic molecules are marked red, pro-thrombotic molecules 
are marked green, soluble endothelial receptors are marked 
yellow, other molecules are marked blue

творимые формы эндотелиальных рецепторов выде-
лялись всеми линиями ЭК, за исключением VCAM1/
CD106, которые не продуцировались ЭК-АК (рис. 
1, табл. 2). ЭК-ВГА выделяли большее количество 
VCAM1/CD106 и BSG/CD147, однако в отношении 
ENG/CD105 наблюдалась обратная зависимость, а 
содержание PECAM1/CD31 в культуральной среде 
от всех линий ЭК было приблизительно одинаковым 
(рисунок, табл. 2). Содержание PAI-1, растворимой 
формы uPAR и тромбоспондина-1 в культуральной 
среде от различных линий ЭК также существенно не 
различалось (рисунок, табл. 2).

нения от среднего, а статистическую значимость 
различий между группами оценивали при помощи 
критерия Краскела-Уоллиса с поправкой на множе-
ственные сравнения по критерию Данна (статисти-
чески значимыми считали значения p ≤ 0,05).

Результаты
Для определения перечня выделяемых ЭК про-

воспалительных цитокинов в первую очередь было 
проведено их скрининговое полуколичественное из-
мерение методом дот-блоттинга (с использованием 
расширенного варианта наборов соответствующих 
реагентов, позволяющего детектировать 109 цито-
кинов человека). После шестикратного концентри-
рования культуральной среды, осуществляемого для 
повышения чувствительности анализа, в ней были 
детектированы фактор ингибирования миграции 
макрофагов (MIF), интерлейкин-6 (IL-6), интерлей-
кин-8 (IL-8/CXCL8), фактор привлечения моноци-
тов (MCP-1/CCL2), RANTES/CCL5, воспалитель-
ный белок макрофагов-3α (MIP-3α/CCL20), грану-
лоцитарно-макрофагальный колониестимулирую-
щий фактор (GM-CSF), гранулоцитарный колоние-
стимулирующий фактор (G-CSF), хемокины GROα/
CXCL1, ENA-78/CXCL5 и IP-10/CXCL10, пентрак-
син-3 (PTX3) и интерлейкин-17А (IL-17A, рисунок, 
табл. 2). При этом MIF, IL-6, IL-8/CXCL8, MCP-1/
CCL2, RANTES/CCL5, GM-CSF, GROα/CXCL1, 
ENA-78/CXCL5 и PTX3 присутствовали в культу-
ральной среде от всех линий ЭК, а G-CSF, MIP-3α/
CCL20 и IP-10/CXCL10 – только в культуральной 
среде от ЭК-ВГА (рисунок, табл. 2). Это позволило 
предположить принципиальную схожесть спектра 
провоспалительных цитокинов, выделяемых всеми 
линиями ЭК, а также более высокую степень про-
воспалительной активации ЭК-ВГА в сравнении с 
ЭК-АК, ЭК-БПВ и МСЭК.

Помимо провоспалительных цитокинов ЭК ха-
рактеризовались выделением молекул с про-ангио-
генной активностью (ангиогенин, DKK-1, FGF-19, 
GDF-15, HGF, IGFBP2, IGFBP-3, PDGF-AA, TFF3) 
и анти-ангиогенной активностью (ангиопоэтин-2), 
а также протромботических молекул (ингибитор 
активатора плазминогена PAI-1, растворимая фор-
ма uPAR, тромбоспондин-1) и растворимых форм 
эндотелиальных рецепторов (PECAM1/CD31, ENG/
CD105, VCAM1/CD106, BSG/CD147, рисунок, табл. 
2). Следует отметить, что экспрессия вышеуказан-
ных молекул варьировала между различными ли-
ниями ЭК. Ангиогенин, DKK-1, GDF-15 и ангио-
поэтин-2 продуцировались всеми линиями ЭК, в то 
время как ЭК-АК также выделяли HGF, IGFBP-2, 
IGFBP-3, PDGF-AA и TFF3, ЭК-БПВ – FGF-19, HGF, 
IGFBP-2, PDGF-AA и TFF3, МСЭК – HGF, PDGF-
AA и TFF3 (рис. 1, табл. 2). Какой-либо зависимости 
выделения ангиогенных молекул от линии ЭК выяв-
лено не было (рисунок, табл. 2). Все указанные рас-
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представлявшие собой клапанные, а не сосудистые 
ЭК. В сравнении с остальными изученными линия-
ми ЭК-ВГА характеризовались статистически значи-
мо (p ≤ 0,05). повышенной экспрессией генов CCL2, 
CCL20, CSF2, CSF3 и CXCL10, а также тенденцией 
(p ≤ 0,10) к значимому повышению экспрессии генов 
CXCL5 и SERPINE1 (табл. 3). В то же время в ЭК-БПВ 
и МСЭК не было выявлено даже тенденции (p ≤ 0,10) 

Анализ экспрессии генов провоспалительных ци-
токинов (MIF, IL6, CXCL8, CCL2, CCL5, CCL20, CSF2, 
CSF3, CXCL1, CXCL5, CXCL10, PTX3, SERPINE1) в 
ЭК-АК от пациентов с аортальным стенозом и в ЭК-
ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК от пациентов с ишемической 
болезнью сердца подтвердил наиболее высокий уро-
вень провоспалительной активации в ЭК-ВГА (табл. 3).
В качестве линии сравнения были выбраны ЭК-АК, 

Таблица 2. Денситометрический полуколичественный анализ результатов измерения уровня цитокинов (метод дот-блот-
профилирования, хемилюминесцентная съемка) в предварительно центрифугированной (2 000 × g) обогащенной (в 6 раз) 
бессывороточной культуральной среде от первичных эндотелиальных клеток аортального клапана (ЭК-АК), большой 
подкожной вены (ЭК-БПВ), внутренней грудной артерии (ЭК-ВГА) и микрососудов подкожной жировой ткани (МСЭК) 
человека, инкубированных в бессывороточной культуральной среде в течение 24 часов после достижения конфлюэнтности
Table 2. Semi-quantitative analysis of cytokine levels (dot blot profiling, chemiluminescent imaging, densitometry analysis) in the 
pre-centrifuged (2 000 × g) and enriched (6-fold) serum-free cell culture supernatant from primary human aortic valve endothelial cells 
(HAVEC), human saphenous vein endothelial cells (HSaVEC), human internal thoracic artery endothelial cells (HITAEC), and adipose 
tissue-derived microvascular endothelial cells (HMVEC) incubated for 24 hours

Место на мембране / 
Position on the membrane

Анализируемая молекула 
/ Analyte

Номер гена / 
Gene number

ЭК-AK / 
HAVEC

ЭК-ВГА / 
HITAEC

ЭК-БПВ / 
HSaVEC

МСЭК / 
HMVEC

A7, 8 Angiogenin 283 39 831 20 639 32 409 27 693
A11, 12 Angiopoietin-2/ANGPT2 285 47 222 33 999 41 827 47 330
B13, 14 Cystatin C 1 471 14 416 1 727 17 403
B15, 16 Dkk-1 22 943 36 923 32 395 22 799 31 881
B19, 20 EGF 1 950 39 011 37 493 39 394 29 569
B21, 22 CD147/Basigin/EMMPRIN 682 5 122 8 072 4 284 2 068
C3, 4 ENA-78/CXCL5 6 374 23 487 32 152 9 119 10 740
C5, 6 Endoglin/ENG/CD105 2 022 29 041 4 387 18 855 18 064

C13, 14 FGF-19 9 965 4 774
C17, 18 G-CSF 1 440 24 526
C19, 20 GDF-15 9 518 27 119 30 601 34 869 28 893
C21, 22 GM-CSF 1 437 3 898 37 816 4 667 2 103
D1, 2 Groα/CXCL1 2 919 30 271 27 788 28 153 25 025
D5, 6 HGF 3 082 3 987 5 604 28 595

D11, 12 IGFBP-2 3 485 8 413 10 143
D13, 14 IGFBP-3 3 486 14 333
D15, 16 IL-1α 3 552 648

E5, 6 IL-6 3 569 30 392 72 821 3 338 1 260
E7, 8 IL-8/CXCL8 3 576 41 429 34 169 38 529 42 017

E21, 22 IL-17A 3 605 4 691 2 193
E23, 24 IL-18 Bpa 10 068 6 839 18 780 29 799 30 204
F19, 20 IP-10/CXCL10 3 627 11 136
G7, 8 MCP-1/CCL2 6 347 27 491 22 283 24 270 28 436

G13, 14 MIF 4 282 23 859 28 336 27 988 15 292
G19, 20 MIP-3α/CCL20 6 364 14 462

H5, 6 PDGF-AA 5 154 26 539 9 824 15 233
H9, 10 Pentraxin-3 5 806 25 098 4 443 22 542 29 601
H15, 16 RANTES/CCL5 6 352 17 525 25 202 14 429 29 696

I1, 2 PAI-1/serpin E1 5 054 37 450 37 419 41 212 40 348
I5, 6 ST2 9 173 3 174 22 446 28 198 28 710

I9, 10 TFF3 7 033 18 470 31 710 9 818
I15, 16 Thrombospondin-1/TSP-1 7 057 5 664 3 231 5 627
I19, 20 uPAR 5 329 22 816 17 391 22 201 18 743
I21, 22 VEGF 7 422 44 814 45 420 44 892 46 175
J7, 8 PECAM-1/CD31 5 175 30 513 36 971 36 685 35 429

J11, 12 VCAM-1/CD106 7 412 21 757 4 915 1 213
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Таблица 3. Результаты эксперимента по анализу генной экспрессии первичных эндотелиальных клеток аортального клапана 
(ЭК-АК), большой подкожной вены (ЭК-БПВ), внутренней грудной артерии (ЭК-ВГА) и микрососудов подкожной жировой 
ткани (МСЭК) человека, инкубированных в бессывороточной культуральной среде в течение 24 часов после достижения 
конфлюэнтности. Количественная полимеразная цепная реакция после обратной транскрипции, нормализация на референсный 
ген (PECAM1). Относительный уровень экспрессии (ΔCt, среднее арифметическое и стандартное отклонение), ранг 
(ранжирование линий эндотелиальных клеток по относительному уровню экспрессии друг относительно друга), кратность 
изменения экспрессии и статистическая значимость различий (значение вероятности отвергнуть верную нулевую гипотезу P) 
генов, кодирующих провоспалительные цитокины (IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF, CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, CXCL5, CXCL10, 
PTX3, SERPINE1), провоспалительные молекулы клеточной адгезии (рецепторы эндотелиальных клеток для лейкоцитов VCAM1, 
ICAM1, SELE, SELP), транскрипционные факторы эндотелиально-мезенхимального перехода (SNAI1, SNAI2, TWIST1, ZEB1) и 
маркеры эндотелиального фенотипа (NOS3, VWF). Критерий Краскела-Уоллиса с последующей поправкой на множественные 
сравнения по критерию Данна. Статистически значимые различия (кратности изменения и соответствующие им значения 
P) помечены пурпурно-розовым цветом (в случае кратности измерения ≥ 2,00 и p < 0,05), бледно-розовым цветом (в случае 
кратности измерения ≥ 2,00 и 0,10 ≤ P ≤ 0,05), темно-зеленым цветом (в случае кратности измерения ≤ 0,50 и P < 0,05) и светло-
зеленым цветом (в случае кратности измерения ≤ 0,50 и 0,10 ≤ P ≤ 0,05) и выделены жирным шрифтом
Table 3. Analysis of the gene expression in the primary human aortic valve endothelial cells (HAVEC), human saphenous vein endothelial 
cells (HSaVEC), human internal thoracic artery endothelial cells (HITAEC), and adipose tissue-derived microvascular endothelial cells 
(HMVEC) incubated in the serum-free cell culture medium for 24 hours after reaching the confluence. Reverse transcription-quantitative 
polymerase chain reaction, normalisation by the reference gene (PECAM1). Relative expression level (ΔCt, arithmetic mean and the 
standard deviation), rank (ranking of the EC lines by the relative expression level), fold change, and statistical significance (P value) of the 
genes encoding pro-inflammatory cytokines (IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF, CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, CXCL5, CXCL10, PTX3, 
and SERPINE1), pro-inflammatory cell adhesion molecules (VCAM1, ICAM1, SELE, and SELP), endothelial-to-mesenchymal transition 
transcription factors (SNAI1, SNAI2, TWIST1, and ZEB1), and endothelial phenotype markers (NOS3, VWF). Kruskal-Wallis test with the 
further Dunn’s multiple comparisons test. Statistically significant differences (fold change and the corresponding P values) are marked 
bright pink (fold change ≥ 2,00 and P value < 0,05), pale pink (fold change ≥ 2,00 and p value 0,10 ≤ P ≤ 0,05), dark green (fold change 
≤ 0,50 and P value < 0,05) and light green (fold change ≤ 0,50 and P value 0,10 ≤ P ≤ 0,05) and marked bold

Ген / 
Gene

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean

ЭК-АК / 
HAVEC

ЭК-ВГА / 
HITAEC

ЭК-БПВ / 
HSaVEC

МСЭК / 
HMVEC

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation
Ранг / Rank

Кратность изменения экспрессии / Fold change

Значение P / P value

Провоспалительные цитокины / Pro-inflammatory cytokines

MIF

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,59680 0,53720 0,20930 0,64100

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,44420 0,18850 0,08729 0,63780

Ранг / Rank 2 3 4 1

Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 0,90 0,35 1,07

Значение P / P value 1,000 > 0,9999 0,0539 > 0,9999

IL6

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,03236 0,21760 0,00424 0,02782

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,03090 0,23440 0,00453 0,03572

Ранг / Rank 2 1 4 3

Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 6,72 0,13 0,86

Значение P / P value 1,000 0,9183 0,2474 > 0,9999

CXCL8

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,29310 2,80000 0,14200 0,19040

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,11700 2,16500 0,09453 0,22350

Ранг /Rank 2 1 4 3

Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 9,55 0,48 0,65

Значение P / P value 1,000 0,2026 > 0,9999 > 0,9999

CCL2

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,63580 2,18400 0,64810 1,08500

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,33350 1,16500 0,38540 0,57370

Ранг / Rank 4 1 3 2

Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 3,44 1,02 1,71

Значение P / P value 1,000 0,0173 > 0,9999 > 0,9999

CCL5

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00059 0,00055 0,00012 0,00016

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,00079 0,00043 0,00009 0,00011

Ранг / Rank 1 2 4 3

Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 0,93 0,21 0,28

Значение P / P value 1,000 > 0,9999 0,1335 0,4751
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CCL20

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00053 0,04921 0,00152 0,00130

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,00042 0,04320 0,00159 0,00108

Ранг / Rank 4 1 2 3

Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 92,22 2,85 2,43

Значение P / P value 1,000 0,0012 > 0,9999 > 0,9999

CSF2

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00055 0,04623 0,00103 0,00194

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,00016 0,04887 0,00123 0,00158

Ранг / Rank 4 1 3 2

Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 83,73 1,87 3,51

Значение P / P value 1,000 0,0057 > 0,9999 0,9907

CSF3

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00006 0,07912 0,00009 0,00037

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,00005 0,17730 0,00015 0,00034

Ранг / Rank 4 1 3 2

Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 1 314,29 1,54 6,15

Значение P / P value 1,000 0,0076 > 0,9999 0,4751

CXCL1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,17480 2,72900 0,13770 0,09486

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,05190 2,09100 0,11040 0,06156

Ранг / Rank 2 1 3 4

Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 15,61 0,79 0,54

Значение P / P value 1,000 0,1198 > 0,9999 > 0,9999

CXCL5

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00151 0,04374 0,00089 0,00559

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,00060 0,03501 0,00058 0,00880

Ранг / Rank 3 1 4 2

Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 29,01 0,59 3,71

Значение P / P value 1,000 0,1074 > 0,9999 > 0,9999

CXCL10

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00005 0,00390 0,00007 0,00013

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,00005 0,00268 0,00003 0,00023

Ранг / Rank 4 1 3 2

Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 79,45 1,45 2,70

Значение P / P value 1,000 0,0065 > 0,9999 > 0,9999

PTX3

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,36190 0,45860 0,05035 0,02680

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,14830 0,43240 0,02506 0,03960

Ранг / Rank 2 1 3 4

Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 1,27 0,14 0,07

Значение P / P value 1,000 > 0,9999 0,0682 0,0049

SERPINE1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 5,66500 19,42000 4,35000 7,17800

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 2,18100 9,69000 3,95700 4,63300

Ранг / Rank 3 1 4 2

Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 3,43 0,77 1,27

Значение P / P value 1,000 0,0766 > 0,9999 > 0,9999

Молекулы клеточной адгезии (рецепторы эндотелиальных клеток для лейкоцитов) / Cell adhesion molecules 
(endothelial cell receptors for leukocytes)

VCAM1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00002 0,00159 0,00030 0,00014

ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,00001 0,00074 0,00020 0,00005

Ранг / Rank 4 1 2 3

Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 84,26 16,21 7,51

Значение P / P value 1,000 < 0,0001 0,0423 0,5185
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ICAM1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,04389 0,29760 0,05379 0,06221
ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,05141 0,26780 0,03466 0,08479

Ранг / Rank 4 1 3 2
Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 6,78 1,23 1,42

Значение P / P value 1,000 0,0291 > 0,9999 > 0,9999

SELE

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00040 0,01276 0,01112 0,00360
ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,00043 0,00727 0,01292 0,00193

Ранг / Rank 4 1 2 3
Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 31,73 27,65 8,96

Значение P / P value 1,000 0,0014 0,0291 0,1829

SELP

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00076 0,00061 0,00117 0,00020
ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,00060 0,00038 0,00081 0,00011

Ранг / Rank 2 3 1 4
Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 0,80 1,53 0,27

Значение P / P value 1,000 > 0,9999 > 0,9999 0,3623
Сумма рангов / Total rank sum 51 22 52 45

Транскрипционные факторы эндотелиально-мезенхимального перехода / Endothelial-to-mesenchymal transition 
transcription factors

SNAI1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,01142 0,01188 0,00328 0,01473
ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,00613 0,00698 0,00270 0,01221

Ранг / Rank 3 2 4 1
Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 1,04 0,29 1,29

Значение P / P value 1,000 > 0,9999 0,0607 > 0,9999

SNAI2

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,01640 0,00141 0,00556 0,03949
ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,01212 0,00012 0,01045 0,05015

Ранг / Rank 2 4 3 1
Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 0,09 0,34 2,41

Значение P / P value 1,000 0,3972 0,2474 > 0,9999

TWIST1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00373 0,00018 0,00017 0,00312
ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,00229 0,00014 0,00028 0,00449

Ранг / Rank 1 3 4 2
Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 0,05 0,05 0,84

Значение P / P value 1,000 0,0256 0,0042 > 0,9999

ZEB1

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,05800 0,04837 0,00839 0,06630
ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,01883 0,01816 0,00606 0,03630

Ранг / Rank 2 3 4 1
Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 0,83 0,14 1,14

Значение P / P value 1,000 > 0,9999 0,0100 > 0,9999
Маркеры эндотелиального фенотипа / Endothelial phenotype markers

NOS3

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,01889 0,00628 0,00694 0,00387
ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,01114 0,00178 0,00310 0,00326

Ранг / Rank 1 3 2 4
Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 0,33 0,37 0,20

Значение P / P value 1,000 0,0330 0,0961 0,0017

VWF

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,16270 1,28600 0,49190 0,74260
ΔCt, стандартное отклонение / ΔCt, standard deviation 0,14010 0,38880 0,27330 0,26300

Ранг / Rank 4 1 3 2
Кратность изменения экспрессии / Fold change 1,00 7,90 3,02 4,56

Значение P / P value 1,000 0,0003 0,5185 0,0682
Сумма рангов / Total rank sum 13 16 20 11
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прессии генов провоспалительных цитокинов (без 
учета молекул клеточной адгезии) друг относитель-
но друга в мРНК от ЭК-АК, ЭК-БПВ, ЭК-ВГА и 
МСЭК при ОТ-кПЦР и рангов уровня кодируемых 
ими белков. В то время как на уровне транскрипции 
ЭК-ВГА демонстрировали наиболее высокий уро-
вень провоспалительной активации (с суммой ран-
гов 16) в сравнении с остальными линиями ЭК (сум-
ма рангов для ЭК-АК – 37, для ЭК-БПВ – 44, для 
МСЭК – 33), при измерении уровня непосредствен-
но выделяемых в культуральную среду цитокинов 
подобной зависимости не наблюдалось (сумма ран-
гов для ЭК-АК – 29, для ЭК-ВГА – 28, для ЭК-БПВ 
– 33, для МСЭК – 31), однако при этом три цитокина 
(G-CSF, MIP-3α/CCL20 и IP-10/CXCL10) определя-
лись исключительно в культуральной среде от ЭК-
ВГА (табл. 4). Таким образом, суммарно результаты 
ОТ-кПЦР и дот-блоттинга свидетельствовали о бо-
лее выраженной провоспалительной активации ЭК-
ВГА в сравнении с ЭК-АК, ЭК-БПВ и МСЭК.

Ранжирование генов провоспалительных цито-
кинов по их относительному уровню экспрессии 
показало, что шесть из них (CCL2, CXCL8, CXCL1, 
MIF, PTX3, IL6) стабильно обладали более высокой 
экспрессией в сравнении с остальными независимо 
от клеточной линии (табл. 5, табл. 6). Исключение 
ЭК-ВГА из анализа также не изменило общей кар-
тины ранжирования относительного уровня экс-
прессии провоспалительных цитокинов в ЭК, при 
этом экспрессия гена CCL2 стабильно опережала 
экспрессию остальных генов эндотелиальных про-
воспалительных цитокинов, а ген IL6 служил неким 
условным рубежом, разделяющим цитокины с отно-
сительно высокой и относительно низкой экспрес-
сией (табл. 5, табл. 6). Из всех исследованных генов 
цитокинов наиболее низкая экспрессия отмечалась в 
генах CCL5 и CXCL10, которые стабильно занимали 
два из трех последних рангов (табл. 5, табл. 6).

Таким образом, в сочетании с результатами 
дот-блоттинга проведенный анализ генной экс-
прессии позволил предположить, что исходно наи-
более выраженная провоспалительная активация 
наблюдается в ЭК-ВГА, в то время как экспрессия 
генов провоспалительных цитокинов и молекул 
клеточной адгезии в ЭК-АК, ЭК-БПВ и МСЭК су-
щественно ниже. Всего первичные ЭК экспресси-
ровали и выделяли в культуральную среду 12 про-
воспалительных цитокинов (MCP-1/CCL2, кодиру-
емый геном CCL2; IL-8/CXCL8, кодируемый геном 
CXCL8; GROα/CXCL1, кодируемый геном CXCL1; 
MIF, кодируемый геном MIF; пентраксин-3, коди-
руемый геном PTX3; IL-6, кодируемый геном IL6; 
G-CSF, кодируемый геном CSF3; MIP-3α/CCL20, 
кодируемый геном CCL20; ENA-78/CXCL5, коди-
руемый геном CXCL5; GM-CSF, кодируемый геном 
CSF2; IP-10/CXCL10, кодируемый геном CXCL10; 
RANTES/CCL5, кодируемый геном CCL5).

к значимому повышению хотя бы одного из генов 
провоспалительных цитокинов (табл. 3). Анализ 
генов провоспалительных молекул клеточной ад-
гезии (VCAM1, ICAM1, SELE, SELP) также выявил 
статистически значимое повышение экспрессии 
трех из четырех данных генов (VCAM1, ICAM1, 
SELE) в ЭК-ВГА и отсутствие такового у МСЭК, 
однако ЭК-БПВ также продемонстрировали стати-
стически значимое повышение экспрессии генов 
VCAM1 и SELE (табл. 3). Подсчет суммы рангов 
абсолютной экспрессии по каждому из 13 иссле-
дованных провоспалительных цитокинов и 4 моле-
кул клеточной адгезии (где ранг 1 соответствовал 
наиболее высокому, а ранг 4 – наиболее низкому 
уровню экспрессии в каждой из четырех линий ЭК) 
показал существенное относительное расстояние 
между ЭК-ВГА (с суммой рангов 22) и остальны-
ми линиями ЭК (сумма рангов для ЭК-АК – 51, для 
ЭК-БПВ – 52, для МСЭК – 45, табл. 3). Подобный 
метод анализа результатов дот-блоттинга является 
непосредственным аналогом критериев непараме-
трической статистики и использует ранги вместо 
абсолютных денситометрических значений вслед-
ствие нелинейности свечения при хемилюминес-
центной схеме детекции [15, 17].

С целью технической валидации проведенного 
анализа генной экспрессии был также проведен ана-
лиз генов основных транскрипционных факторов 
эндотелиально-мезенхимального перехода (SNAI1, 
SNAI2, TWIST1, ZEB1) и маркеров эндотелиального 
фенотипа (NOS3, VWF). В отличие от провоспали-
тельных цитокинов и молекул клеточной адгезии, 
ЭК-ВГА имели статистически значимо сниженную 
экспрессию генов TWIST1 и NOS3, хотя также отли-
чались статистически значимо повышенной экспрес-
сией гена, кодирующего фактор фон Виллебранда 
(VWF, табл. 3). ЭК-БПВ характеризовались стати-
стически значимым снижением экспрессии генов 
SNAI1 и TWIST1 и тенденцией к снижению экспрес-
сии гена NOS3, а МСЭК – статистически значимым 
снижением экспрессии гена NOS3 (табл. 3). Устойчи-
вой картины относительного повышения экспрессии 
генов эндотелиально-мезенхимального перехода, 
отмечающейся при индуцированной провоспали-
тельной активации ЭК, не наблюдалось ни в одной 
из изученных линий ЭК (табл. 3). Наиболее высокая 
экспрессия генов транскрипционного факторов эндо-
телиально-мезенхимального перехода наблюдалась в 
МСЭК, однако различия между МСЭК и ЭК-АК не 
достигали статистической значимости (табл. 3). От-
носительная экспрессия маркеров эндотелиального 
фенотипа также варьировала между различными ли-
ниями ЭК (к примеру, ЭК-АК имели повышенную 
экспрессию гена NOS3, но сниженную экспрессию 
гена VWF), что подтверждало техническую валид-
ность анализа (табл. 3).

Далее было выполнено сравнение рангов экс-
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торая в сочетании с возможностью прижизненно-
го выделения ЭК при протезировании АК или при 
коронарном шунтировании делает клинически ак-
туальным получение ЭК-АК, ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и 
МСЭК с целью последующей экспериментальной 
работы [18, 19]. Несомненным преимуществом 
такого сценария является возможность выделения 
ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК от одного и того же 
пациента, что позволяет исключить межиндиви-

Обсуждение
Выделяемые ЭК провоспалительные цитоки-

ны являются одними из основных молекулярных 
медиаторов, регулирующих патологический ответ 
эндотелия на воздействие различных факторов ри-
ска, в том числе обусловливающих развитие комор-
бидных состояний [1–4]. Как правило, пациенты с 
аортальным стенозом или ишемической болезнью 
сердца характеризуются мультиморбидностью, ко-

Таблица 4. Сравнение рангов (по относительному уровню экспрессии друг относительно друга) экспрессии (ΔCt, среднее 
арифметическое, нормализация на референсный ген PECAM1) генов провоспалительных цитокинов (MIF, IL6, CXCL8, CCL2, 
CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, CXCL1, CXCL5, CXCL10, PTX3, SERPINE1) при количественной полимеразной цепной реакции 
после обратной транскрипции (ОТ-кПЦР) и уровня кодируемых ими белков (MIF, IL-6, IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, RANTES/
CCL5, MIP-3α/CCL20, GM-CSF, G-CSF, GROα/CXCL1, ENA-78/CXCL5, IP-10/CXCL10, PTX3, PAI-1) в культуральной среде 
при дот-блоттинге. В качестве материала использовались мРНК и культуральная среда от первичных эндотелиальных клеток 
аортального клапана (ЭК-АК), внутренней грудной артерии (ЭК-ВГА), большой подкожной вены (ЭК-БПВ) и микрососудов 
подкожной жировой ткани (МСЭК) человека, инкубированных в бессывороточной культуральной среде в течение 24 часов 
после достижения конфлюэнтности
Table 4. Comparison of the gene expression ranks (calculated by the relative expression levels, ΔCt, arithmetic mean, normalisation 
by the reference gene (PECAM1) of pro-inflammatory cytokines (MIF, IL6, CXCL8, CCL2, CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, CXCL1, 
CXCL5, CXCL10, PTX3, SERPINE1) at reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction and protein expression ranks 
(MIF, IL-6, IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5, MIP-3α/CCL20, GM-CSF, G-CSF, GROα/CXCL1, ENA-78/CXCL5, IP-
10/CXCL10, PTX3, PAI-1) in the cell culture medium at dot blotting. mRNA and cell culture medium from HAVEC, HITAEC, 
HSaVEC, and HMVEC incubated in the serum-free cell culture medium for 24 hours after reaching the confluence

Ген / Gene
Ранг при ОТ-кПЦР / RT-qPCR rank ЭК-АК / 

HAVEC
ЭК-ВГА / 
HITAEC

ЭК-БПВ / 
HSaVEC

МСЭК / 
HMVECРанг при дот-блоте / Dot blot rank

MIF
Ранг при ОТ-кПЦР / RT-qPCR rank 2 3 4 1

Ранг при дот-блоте / Dot blot rank 3 1 2 4

IL6
Ранг при ОТ-кПЦР / RT-qPCR rank 2 1 4 3

Ранг при дот-блоте / Dot blot rank 2 1 3 4

CXCL8
Ранг при ОТ-кПЦР / RT-qPCR rank 2 1 4 3

Ранг при дот-блоте / Dot blot rank 2 4 3 1

CCL2
Ранг при ОТ-кПЦР / RT-qPCR rank 4 1 3 2

Ранг при дот-блоте / Dot blot rank 2 4 3 1

CCL5
Ранг при ОТ-кПЦР / RT-qPCR rank 1 2 4 3

Ранг при дот-блоте / Dot blot rank 3 2 4 1

CCL20
Ранг при ОТ-кПЦР / RT-qPCR rank 4 1 2 3

Ранг при дот-блоте / Dot blot rank 2 1 2 2

CSF2
Ранг при ОТ-кПЦР / RT-qPCR rank 4 1 3 2

Ранг при дот-блоте / Dot blot rank 3 1 2 4

CSF3
Ранг при ОТ-кПЦР / RT-qPCR rank 4 1 3 2

Ранг при дот-блоте / Dot blot rank 2 1 2 2

CXCL1
Ранг при ОТ-кПЦР / RT-qPCR rank 2 1 3 4

Ранг при дот-блоте / Dot blot rank 1 3 2 4

CXCL5
Ранг при ОТ-кПЦР / RT-qPCR rank 3 1 4 2

Ранг при дот-блоте / Dot blot rank 2 1 4 3

CXCL10
Ранг при ОТ-кПЦР / RT-qPCR rank 4 1 3 2

Ранг при дот-блоте / Dot blot rank 2 1 2 2

PTX3
Ранг при ОТ-кПЦР / RT-qPCR rank 2 1 3 4

Ранг при дот-блоте / Dot blot rank 2 4 3 1

SERPINE1
Ранг при ОТ-кПЦР / RT-qPCR rank 3 1 4 2

Ранг при дот-блоте / Dot blot rank 3 4 1 2

Сумма рангов при ОТ-кПЦР / Total rank sum, RT-qPCR 37 16 44 33

Сумма рангов при дот-блоте / Total rank sum, dot blot 29 28 33 31
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Таблица 5. Ранжирование генов провоспалительных цитокинов (IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF, CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, 
CXCL5, CXCL10, PTX3) по уровню экспрессии в первичных эндотелиальных клетках аортального клапана (ЭК-АК), большой 
подкожной вены (ЭК-БПВ), внутренней грудной артерии (ЭК-ВГА) и микрососудов подкожной жировой ткани (МСЭК) 
человека, инкубированных в бессывороточной культуральной среде в течение 24 часов после достижения конфлюэнтности. 
Количественная полимеразная цепная реакция после обратной транскрипции. Относительный уровень экспрессии (ΔCt, 
среднее арифметическое, нормализация на референсный ген PECAM1) и ранг (ранжирование генов по относительному 
уровню экспрессии друг относительно друга)
Table 5. Ranking of genes encoding pro-inflammatory cytokines (IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF, CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, 
CXCL5, CXCL10, and PTX3) by expression level in primary human aortic valve endothelial cells (HAVEC), human saphenous vein 
endothelial cells (HSaVEC), human internal thoracic artery endothelial cells (HITAEC), and adipose tissue-derived microvascular 
endothelial cells (HMVEC) incubated in the serum-free cell culture medium for 24 hours after reaching the confluence. Reverse 
transcription-quantitative polymerase chain reaction, relative expression level (ΔCt, arithmetic mean, normalisation by the reference 
gene PECAM1) and rank (ranking of the genes by the relative expression level)

Ген / 
Gene

ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic 
mean ЭК-АК / 

HAVEC
ЭК-ВГА / 
HITAEC

ЭК-БПВ / 
HSaVEC

МСЭК / 
HMVEC

Среднее / 
Average

Ранг / Rank

CCL2
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,63580 2,18400 0,64810 1,08500 1,13825

Ранг / Rank 1 3 1 1 1

CXCL8
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,29310 2,80000 0,14200 0,19040 0,85648

Ранг / Rank 4 1 3 3 2

CXCL1
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,17480 2,72900 0,13770 0,09486 0,78415

Ранг / Rank 5 2 4 4 3

MIF
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,59680 0,53720 0,20930 0,64100 0,49607

Ранг / Rank 2 4 2 2 4

PTX3
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,36190 0,45860 0,05035 0,02680 0,22441

Ранг / Rank 3 5 5 6 5

IL6
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,03236 0,21760 0,00424 0,02782 0,07050

Ранг / Rank 6 6 6 5 6

CSF3
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00006 0,07912 0,00009 0,00037 0,01991

Ранг / Rank 11 7 11 9 7

CCL20
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00053 0,04921 0,00152 0,00130 0,01314

Ранг / Rank 10 8 7 10 8

CXCL5
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00151 0,04374 0,00089 0,00559 0,01293

Ранг / Rank 7 10 9 7 9

CSF2
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00055 0,04623 0,00103 0,00194 0,01244

Ранг / Rank 9 9 8 8 10

CXCL10
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00005 0,00390 0,00007 0,00013 0,00108

Ранг / Rank 12 11 12 12 11

CCL5
ΔCt, среднее арифметическое / ΔCt, arithmetic mean 0,00059 0,00055 0,00012 0,00016 0,00037

Ранг / Rank 8 12 10 11 12

рами для принципиального определения дисфункции 
эндотелия in vitro [12, 13, 20], однако не предоставля-
ют полной картины о провоспалительной активации 
эндотелия. Напротив, даже в профильной литературе 
распространено заблуждение о том, что ЭК продуци-
руют десятки цитокинов, в частности, фактор некро-
за опухоли-альфа (TNF-α) и интерлейкин-1β (IL-1β); 
это не вполне соответствует экспериментальным на-
блюдениям и затрудняет оценку объективного вклада 
дисфункции эндотелия в развитие системного вос-
палительного ответа [5, 6]. Возможным выходом из 
ситуации является проведение анализа секретома (со-
вокупности выделяемых ЭК в микроокружение моле-
кул) посредством масс-спектрометрического анализа, 
однако содержание выделяемых ЭК цитокинов отно-

дуальную вариабельность при анализе генной экс-
прессии, хотя успешность одновременного выделе-
ния всех указанных линий в значительной степени 
зависит от объема предоставляемого материала, 
а также от используемой культуральной среды. С 
учетом патофизиологической релевантности выде-
ления всех указанных клеточных линий в данной 
работе был выполнен анализ содержания провос-
палительных цитокинов в культуральной среде при 
помощи расширенного набора для их определения 
методом дот-блоттинга, а также оценка экспрессии 
соответствующих генов методом ОТ-кПЦР.

Традиционно в культуре ЭК анализируют экс-
прессию MCP-1/CCL2, IL-8/CXCL8 и IL-6, которые 
являются чувствительными и специфичными марке-
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силу кросс-реактивности поликлональных антител 
для иммуноферментного анализа). При этом по со-
вокупности анализа генной и белковой экспрессии 
данные цитокины можно было разделить на относи-
тельно высокоэкспрессируемые (MCP-1/CCL2, IL-8/
CXCL8, GROα/CXCL1, MIF, пентраксин-3), IL-6, ко-
торый можно назвать условно пограничным между 
высокоэкспрессируемыми и низкоэкспрессируемы-
ми цитокинами, и низкоэкспрессируемые (GM-CSF, 
G-CSF, RANTES/CCL5, MIP-3α/CCL20, ENA-78/
CXCL5, IP-10/CXCL10). Такая условная классифи-
кация может использоваться для предположения 
диапазона концентраций того или иного цитокина в 
культуральной среде от ЭК и определения ее необхо-
димого разведения для соответствия получаемых из-
мерений диапазону значений калибровочной кривой 
при выполнении иммуноферментного анализа или 
анализа с использованием флюоресцентно мечен-
ных и конъюгированных с антителами магнитных 
микросфер (технология xMAP).

Из всех исследованных линий ЭК наиболее актив-
ный синтез данных цитокинов на уровне транскрип-
ции наблюдался в ЭК-ВГА; исключительно в куль-
туральной среде от ЭК-ВГА были выявлены G-CSF, 
MIP-3α/CCL20 и IP-10/CXCL10. Причины повышен-
ной провоспалительной активации артериальных ЭК 
в сравнении с клапанными, венозными и микрососу-
дистыми остаются неясными и требуют дальнейшего 
изучения. Не вполне ясно, характерна ли такая провос-
палительная активация конкретно для ЭК-ВГА или в 

сительно других белков является недостаточным для 
стабильной детекции при помощи такого подхода. 
Как правило, даже при качественной пробоподготов-
ке и удачных запусках масс-спектрометра в секретоме 
удается определить лишь наиболее активно выделя-
емые цитокины (MIF, MCP-1/CCL2, GROα/CXCL1 
и IL-8/CXCL8), причем детекция последних двух из 
них также не является устойчивой. Определение кон-
центрации цитокинов методом иммуноферментного 
анализа без обогащения культуральной среды (для 
вышеуказанных цитокинов) или после обогащения 
культуральной среды (для цитокинов с невысоким 
уровнем выделения) на вакуумном центрифужном 
концентраторе является достаточно дорогостоящим 
и требует предварительного скрининга для сужения 
спектра исследуемых цитокинов. В качестве скринин-
гового метода нами было выбрано дот-блот-профи-
лирование, позволяющее осуществлять полуколиче-
ственный анализ 109 цитокинов человек в результате 
хемилюминесцентной детекции связывания антител, 
иммобилизованных на мембранах из нитроцеллюло-
зы или поливинилиденфторида, с добавляемыми ан-
тигенами в культуральной среде. 

После шестикратного концентрирования сре-
ды в ней были определены 12 цитокинов, выделя-
емых эндотелиальными клетками вне зависимости 
от своего происхождения (клапаны сердца, арте-
рии, вены, сосуды микроциркуляторного русла) и 
в отсутствие фетальной бычьей сыворотки (кото-
рая вносит в анализ определенную погрешность в 

Таблица 6. Относительный уровень экспрессии (ΔCt, среднее арифметическое, нормализация на референсный ген PECAM1) 
и ранг (ранжирование линий эндотелиальных клеток по относительному уровню экспрессии друг относительно друга) 
генов провоспалительных цитокинов (IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF, CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, CXCL5, CXCL10, PTX3) 
в первичных эндотелиальных клетках аортального клапана (ЭК-АК), внутренней грудной артерии (ЭК-ВГА), большой 
подкожной вены (ЭК-БПВ) и микрососудов подкожной жировой ткани (МСЭК) человека, инкубированных в бессывороточной 
культуральной среде в течение 24 часов после достижения конфлюэнтности. Средний ранг по всем указанным линиям (слева) 
и по ЭК-АК, ЭК-БПВ и МСЭК (справа)
Table 6. Relative expression level (ΔCt, arithmetic mean, normalisation by the reference gene PECAM1) and rank (ranking of the EC 
lines by the relative expression level) of the genes encoding pro-inflammatory cytokines (IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF, CCL5, 
CCL20, CSF2, CSF3, CXCL5, CXCL10, and PTX3) in primary human aortic valve endothelial cells (HAVEC), human internal thoracic 
artery endothelial cells (HITAEC), human saphenous vein endothelial cells (HSaVEC), and adipose tissue-derived microvascular 
endothelial cells (HMVEC) incubated in the serum-free cell culture medium for 24 hours after reaching the confluence. Average rank 
for all indicated EC lines (left) and HAVEC, HSaVEC, and HMVEC (right)

Ген / 
Gene

ΔCt, среднее арифметическое по ЭК-АК, ЭК-
ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК / ΔCt, arithmetic mean 
for HAVEC, HITAEC, HSaVEC, and HMVEC

Ранг / 
Rank

Ген / 
Gene

ΔCt, среднее арифметическое по ЭК-АК, 
ЭК-БПВ и МСЭК / ΔCt, arithmetic mean 

for HAVEC, HSaVEC, and HMVEC

Ранг / 
Rank

CCL2 1,13825 1 CCL2 0,78977 1
CXCL8 0,85648 2 MIF 0,48236 2
CXCL1 0,78415 3 CXCL8 0,20850 3

MIF 0,49607 4 PTX3 0,14635 4
PTX3 0,22441 5 CXCL1 0,13578 5
IL6 0,07050 6 IL6 0,02147 6

CSF3 0,01991 7 CXCL5 0,00266 7
CCL20 0,01314 8 CSF2 0,00118 8
CXCL5 0,01293 9 CCL20 0,00112 9
CSF2 0,01244 10 CCL5 0,00030 10

CXCL10 0,00108 11 CSF3 0,00017 11

CCL5 0,00037 12 CXCL10 0,00009 12
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сти дополнительного подтверждения полученных 
результатов следует сказать, что данные о повы-
шенной провоспалительной активации ЭК-ВГА в 
сравнении с ЭК-КА, ЭК-АК, ЭК-БПВ и МСЭК на 
данный момент выглядят достаточно убедительно.

Каких-либо уникальных для той или иной линии 
ЭК цитокинов в данном исследовании выявлено не 
было. Хотя G-CSF, MIP-3α/CCL20 и IP-10/CXCL10 
были детектированы только в культуральной сре-
де от ЭК-ВГА, экспрессия генов CSF3, CCL20 и 
CXCL10 наблюдалась во всех линиях ЭК. Получен-
ные результаты позволили сделать вывод о более вы-
раженной провоспалительной активации ЭК-ВГА в 
сравнении с ЭК-АК, ЭК-БПВ и МСЭК, однако она 
обусловлена скорее количественными различиями 
(повышение экспрессии генов синтезируемых ци-
токинов), чем качественными (увеличение разноо-
бразия выделяемых цитокинов). Следует отметить, 
что анализ корреляции концентраций цитокинов 
по результатам их измерения методом дот-блота 
не проводился вследствие нелинейности свечения 
при хемилюминесцентной схеме детекции (не по-
зволяющей сравнивать абсолютные значения). До-
статочно интересной задачей является анализ связи 
концентрации выделяемых провоспалительных ци-
токинов с иными функциональными параметрами 
ЭК (скоростью их пролиферации, параметрами ба-
рьерной функции и ангиогенной активностью); ве-
роятно, такие взаимосвязи могут быть оценены при 
помощи добавления рекомбинантных цитокинов к 
культурам ЭК на соответствующих моделях.

К ограничениям данного исследования следует 
отнести: 1) выделение ЭК от различных доноров (это 
является объективным ограничением исследования, 
поскольку ЭК-АК и остальные линии ЭК едва ли 
могут быть получены от одного и того же донора); 
2) отсутствие полнотранскриптомных данных для 
идентификации полного перечня выделяемых ЭК 
цитокинов (то есть некоторое исходное ограничение 
панели исследуемых маркеров); 3) культивирование 
ЭК в статических условиях, а не в условиях пульси-
рующего потока (что несколько ограничивает физи-
ологическую релевантность исследования). Вместе 
с тем следует отметить, что дисфункциональное со-
стояние эндотелия достаточно редко возникает при 
ламинарном потоке (который обычно моделируется 
в проточных системах типа ibidi); как правило, для 
его развития необходим осцилляторный поток (мо-
делируемый посредством культивирования в стати-
ческих условиях) или турбулентный поток (который 
достаточно сложно смоделировать in vitro в отноше-
нии требований к гидродинамическим параметрам).

В контексте устойчивости ЭК-ВГА к развитию 
атеросклероза следует отметить, что сигнальные 
пути воспаления (в том числе выделение цитокинов) 
способствуют пролиферации и миграции эндотели-
альных клеток [21, 22], что с учетом характерного 

целом для артериальных ЭК; получение ответа на дан-
ный вопрос требует проведения дополнительного ис-
следования, подразумевающего аналогичный анализ 
синтеза и выделения цитокинов в различных линиях 
артериальных ЭК (к примеру, ЭК коронарной артерии 
и ЭК внутренней грудной артерии). Альтернативным 
вариантом такого исследования может быть сравне-
ние ЭК, выделенных из крови при ее прямом прижиз-
ненном заборе из различных артерий (аорты, коронар-
ной, внутренней грудной, лучевой, сонной и легочной 
артерии); в то же время подтверждение артериального 
фенотипа данных клеточных популяций во взрослом 
возрасте является достаточно затруднительным и тре-
бует предварительного выявления некоего «безуслов-
ного» набора генов, специфичных для артериальных 
ЭК. Вероятнее всего, на первом этапе доказательство 
артериального фенотипа выделенных из крови ЭК по-
требует проведения сочетанного полнотранскриптом-
ного и протеомного анализа артериальных, венозных 
и микрососудистых ЭК, выделенных из одного и того 
же пациента для исключения межиндивидуальной 
вариабельности. Это позволит объективно иденти-
фицировать специфичные молекулярные сигнатуры 
артериальных ЭК, которые далее будет целесообразно 
искать в ЭК, прижизненно выделяемых из крови ар-
терий различной локализации. Наконец, на последнем 
этапе в случае подтверждения артериального фено-
типа данных ЭК будет целесообразным проведение 
анализа интенсивности транскрипции генов опреде-
ленных в данном исследовании провоспалительных 
цитокинов и уровня их выделения. 

В то же время полученные в данном исследовании 
результаты, свидетельствующие о повышенном уров-
не провоспалительной активации в ЭК-ВГА, соответ-
ствуют результатам, полученным нами ранее [15, 16]. 
Так, в исследовании по моделированию паракрин-
ных взаимодействий между ЭК-КА, ЭК-ВГА и ЭК-
БПВ была выявлена повышенная экспрессия генов 
CXCL8, ICAM1 и SELE в ЭК-ВГА по сравнению с 
ЭК-БПВ [15]. Проведенный после полнотранс-
криптомного секвенирования ЭК-КА и ЭК-ВГА 
биоинформатический анализ выявил гиперэкспрес-
сию генов сигнальных путей воспаления (в том 
числе синтеза цитокинов и хемокинов) в ЭК-ВГА, 
но не в ЭК-КА [16]. При верификации вышеука-
занных результатов анализа дифференциально экс-
прессированных молекулярных категорий в транс-
криптоме ЭК-КА и ЭК-ВГА в условиях ламинар-
ного потока (воспроизводящего биомеханическое 
воздействие напряжения сдвига на ЭК) в ЭК-ВГА 
при помощи ОТ-кПЦР была выявлена повышенная 
экспрессия генов IL6, CXCL8 и CCL2 в сравнении 
с ЭК-КА [16]. В статических условиях при анали-
зе генной экспрессии методом ОТ-кПЦР в ЭК-ВГА 
наблюдалось повышение экспрессии генов молекул 
клеточной адгезии (VCAM1, ICAM1, SELE) и генов 
хемокинов (CXCL8, CCL2) [16]. При необходимо-
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состояниями биохимических факторов и выделение 
эндотелиальных цитокинов не только в микроокру-
жение, а также и в системный кровоток приводят к 
индуцированной, избыточной провоспалительной 
активации ЭК и к патологическим последствиям.

Заключение
Полученные данные расширяют наши представле-

ния о спектре выделяемых первичными ЭК провос-
палительных цитокинов (одновременно расширяя и 
ограничивая его MIF, IL-6, IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, 
RANTES/CCL5, MIP-3α/CCL20, GM-CSF, G-CSF, 
GRO-α/CXCL1, ENA-78/CXCL5, IP-10/CXCL10, 
PTX3) и указывают на более выраженный провос-
палительный статус ЭК-ВГА в сравнении с ЭК-АК, 
ЭК-БПВ и МСЭК. Последующие исследования могут 
быть направлены на сравнительный анализ синтеза и 
выделения провоспалительных цитокинов ЭК-ВГА 
и ЭК других артерий (к примеру ЭК-КА), а также на 
аналогичное сравнение между ЭК, выделяемыми при-
жизненно из крови аорты, коронарной, внутренней 
грудной, лучевой, сонной и легочной артерий.
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для ВГА ламинарного потока может способство-
вать поддержанию целостности и физиологической 
проницаемости эндотелиального монослоя [23, 24]. 
Это частично пересекается с закономерностями 
пролиферации колониеформирующих эндотели-
альных клеток (КФЭК), деление которых в первые 
дни после выделения из периферической крови в 
значительной степени зависит от моноцитов и лим-
фоцитов, выделяемых в градиенте фиколла вместе 
с клетками-предшественниками и секретирующих 
в микроокружение большое количество провоспа-
лительных цитокинов [25, 26]. Проведенные нами 
ранее эксперименты показали, что при культиви-
ровании в условиях пульсирующего потока чистая 
культура моноцитов выделяет MIF, IL-8/CXCL8, 
MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5, MIP-3α/CCL20, 
ENA-78/CXCL5, PECAM1/CD31, ангиогенин, PAI-
1, uPAR и тромбоспондин-1, а при патологическом 
воздействии к этому перечню добавляются GROα/
CXCL1 и IL-6. Вероятнее всего, мононуклеарная 
фракция моноцитов и лимфоцитов выделяет еще 
более широкий спектр цитокинов, способствующих 
пролиферации ЭК на изначальном этапе. Поскольку 
спектр провоспалительных цитокинов ЭК и моно-
цитов в значительной степени совпадает (MIF, IL-6, 
IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5, MIP-
3α/CCL20, GROα/CXCL1, ENA-78/CXCL5), мож-
но ожидать совместимости ЭК с моноцитарными 
цитокинами и положительного пролиферативного 
воздействия данных молекул на ЭК. В противном 
случае пролиферативная активность немногочис-
ленных (а в ряде случаев даже и единичных) эндо-
телиальных клеток-предшественников (вследствие 
своего малого количества неспособных к выделе-
нию сколько-нибудь существенного количества ци-
токинов) подавлялась бы большим количеством про-
воспалительных цитокинов, выделяемых клетками 
мононуклеарной фракции периферической крови. 
Можно предположить, что на тканевом уровне соб-
ственная активация провоспалительных сигнальных 
путей ЭК обладает определенным положительным 
влиянием на поддержание их гомеостаза, однако по-
стоянное воздействие связанных с коморбидными 
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