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ВЛИЯНИЕ РЕКОМБИНАНТНОГО БЕЛКА ТЕПЛОВОГО ШОКА 90 БЕТА 
(БТШ90β) НА СКОРОСТЬ РАНОЗАЖИВЛЕНИЯ У МЫШЕЙ
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Отмечено, что альфа-изоформа белка теплового шока 90 (БТШ90α) играет важную роль в раноза-
живлении, оказывая стимулирующее действие на миграцию и инвазию клеток в области раны, а
роль бета-изоформы БТШ90 (БТШ90β) в процессе ранозаживления до конца не определена. Полу-
чен и охарактеризован рекомбинантный БТШ90β человека, экспрессированный в Escherichia coli. С
использованием эксцизионной модели ранозаживления на мышах, установлено, что внесение в ра-
невую область очищенного рекомбинантного БТШ90β приводит к увеличению скорости раноза-
живления на 28% по сравнению с контролем. Это позволяет рассматривать БТШ90β в качестве пер-
спективного препарата ранозаживляющего действия.
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В настоящий момент ~25% больных сахарным
диабетом страдают от хронических ран, включая
язвы с преимущественно венозным стазом, про-
лежни и диабетические (нейропатические) язвы
(Crandall, 2003; Singh et al., 2005; Sen et al., 2009).
При этом отсутствуют эффективные методы ле-
чения таких хронических ран.

Долгое время считалось, что различные факто-
ры роста могут быть использованы для ускорения
процесса ранозаживления (Hom, Maisel, 1992).
Однако оказалось, что такого рода препараты мо-
гут стимулировать злокачественные опухоли у па-
циентов, в связи с чем в настоящее время только
препарат человеческого рекомбинантного тром-
боцитарного фактора роста (PDGF-BB) допущен
к применению ВОЗ и FDA (LeGrand, 1998). Тем
не менее даже после применения этого препарата
сохраняется риск стимулирования развития зло-
качественных неоплазий (Cheng et al., 2011). В на-
стоящее время не прекращается поиск других
безопасных стимуляторов процесса ранозажив-
ления у пациентов с хроническими незаживаю-
щими ранами (например, при диабетах и ожогах).

В литературе подробно описаны ранозаживля-
ющие свойства внеклеточного БТШ90α, осно-
ванные на ускорении миграции фибробластов,
кератиноцитов и эндотелиальных клеток (Li et al.,
2007; Woodley et al., 2009, 2015; Cheng et al., 2011).

Секрецию и/или транслокацию БТШ90 на по-
верхность клеточной мембраны стимулируют
различные стрессовые воздействия: окислитель-
ный стресс (Liao et al., 2000), гипоксия (Li et al.,
2007; Ramteke et al., 2013; Dong et al., 2016), тепло-
вой шок (Clayton et al., 2005), повреждение ДНК
вследствие ионизирующего облучения (Yu et al.,
2006), влияние химиотерапевтических агентов (Yang
et al., 2008; Lv et al., 2012), ростовых факторов
(Cheng et al., 2008; Wang et al., 2009; Song et al.,
2010; Gopal et al., 2011), а также сигнальных моле-
кул (Lei et al., 2007). Стимуляция мембранной
экспрессии и секреции БТШ90 клетками при
стрессовых воздействиях свидетельствует в пользу
важной протекторной роли внеклеточного БТШ90.
Подтверждение роли внеклеточного БТШ90 в ра-
нозаживлении продемонстрировано в экспери-
ментах in vivo, свидетельствующих, что внекле-
точный БТШ90 стимулирует реэпителизацию и
зарастание ран у мышей гораздо эффективнее,
чем препарат человеческого рекомбинантного
тромбоцитарного фактора роста (Li et al., 2007;
Cheng et al., 2011).

На модели зарастания кожного покрова у мы-
шей и свиней показано, что нанесение в область
раны фрагмента рекомбинантного БТШ90α
(F-5-фрагмент, аминокислоты с 236-й по 350-ю)
существенно снижало время зарастания раны как
у нормальных, так и у диабетических животных
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(Cheng et al., 2011; O’Brien et al., 2014). Кроме этого
F-5 предотвращает прогрессирование ожоговой
раны у свиней (Bhatia et al., 2016).

Известно, что процесс ранозаживления у чело-
века неотделимо связан с процессами миграции ке-
ратиноцитов и фибробластов в раневую область
(Martin, 1997). Было показано, что БТШ90α и
БТШ90β участвуют в процессах миграции и ин-
вазии клеток (Schmitt et al., 2007; Tsutsumi, Neck-
ers, 2007; Yang et al., 2008; Sidera, Patsavoudi, 2009;
Snigireva et al., 2015). Миграция клеток – фундамен-
тальный биологический процесс, характерный как
для нормальных клеток (миграция клеток при ан-
гиогенезе, морфогенезе, восстановлении и регене-
рации тканей, миграция моноцитов из крови в
очаг инфекции), так и для опухолевых клеток
(Condeelis et al., 2005; Sahai, 2005; Yamaguchi et al.,
2005). Миграция клеток представляет собой
сложный и многоэтапный процесс, состоящий из
нескольких последовательных шагов: от воздей-
ствия на клетки специфических цитокинов (мо-
тогенов, которые включают в себя каскад внутри-
клеточных сигналов, приводящих к изменениям
цитоскелета), и контактных взаимодействий кле-
ток с внеклеточным матриксом (ВКМ), а также
между собой до приобретения клетками харак-
терного “локомоторного” фенотипа и движения
клеток по субстрату (Levine et al., 1995; Lauffen-
burger, Horwitz, 1996). Миграция клеток требует
динамического взаимодействия между клетками
и субстратом, к которому клетки прикреплены и
по которому осуществляется миграция. Растущие
выпячивания достигают ВКМ и связываются с
ним посредством молекул адгезии (Bozzuto et al.,
2010). Инвазия – процесс миграции клеток через
ВКМ. Инвазия нормальных клеток наблюдается
в процессах эмбрионального развития, при ан-
гиогенезе, в процессе инфильтрации очага воспа-
ления макрофагами (Sordat et al.,1990; Burger,
Dayer, 2007). Три неотъемлемых компонента ин-
вазивного роста – адгезия клеток на окружающие
структуры ВКМ, протеолиз в месте адгезии и ми-
грация клеток. В адгезии клеток на структуры
ВКМ и в процессе миграции клеток принимают
участие те же молекулярные механизмы, что и
при обычной клеточной миграции. Протеолиз
ВКМ в месте адгезии характерен только для инва-
зии, но не для миграции клеток. Инвазия клеток
начинается с прикрепления к компонентам ба-
зальной мембраны или подлежащей соедини-
тельной ткани в зоне инвазивного роста клеток.
Инвазирующие клетки разрушают окружающие
структуры ВКМ, вырабатывая протеазы либо
стимулируя выработку протеаз фибробластами.
Далее инвазирующие клетки мигрируют по обра-
зовавшемуся “коридору” (Stetler-Stevenson et al.,
1993; Price et al., 1997).

Различные стимулы, присутствующие в мик-
роокружении регенерируемой ткани, усиливают

секрецию БТШ90. Ли с соавт. показали, что гипо-
ксия и трансформирующий ростовой фактор α
(ТРФα) (появляется только при повреждении ко-
жи) индуцируют секрецию БТШ90α, но не
БТШ90β, клетками кожи (Li et al., 2007, 2012;
Cheng et al., 2008; Woodley et al., 2009). Компонен-
ты ВКМ, в том числе и фибронектин, также спо-
собны стимулировать секрецию БТШ90 эндоте-
лиальными клетками в процессе ранозаживления
(Song, Luo, 2010). Показано, что БТШ90α усили-
вает миграцию дермальных фибробластов, кера-
тиноцитов и эндотелиальных клеток, в том числе
и ТРФα-опосредованную миграцию кератиноци-
тов, и способствует реэпителизации ран (Li et al.,
2007, 2012; Cheng et al., 2008; Woodley et al., 2009).
Следует отметить, что миграция клеток в области
раны осложнена активной секрецией трансфор-
мирующего ростового фактора бета (ТРФβ-3),
который ингибирует миграцию дермальных фиб-
робластов и эндотелиальных клеток, что связано
с экспрессией рецепторов к ТРФβ-3 на этих клет-
ках, но не на кератиноцитах (Bandyopadhyay et al.,
2006). Ростовые факторы (ТРФα, фактор роста
тромбоцитов и фактор роста эндотелия сосудов)
не способны преодолеть этот ингибирующий эф-
фект ТРФβ-3 (Li et al., 2007). Однако внеклеточ-
ный БТШ90 способен стимулировать миграцию
всех трех основных типов клеток кожи (керати-
ноциты, фибробласты, клетки эндотелия капил-
ляров) и преодолевать ингибирующий эффект
трансформирующего ростового фактора ТРФβ-3
на миграцию дермальных фибробластов и эндо-
телиальных клеток (Li et al., 2007; Cheng et al., 2008).
Таким образом, применение БТШ90 для стиму-
ляции ранозаживления имеет определенные пре-
имущества по сравнению с другими подходами
(например, факторами роста): БТШ90 в отличие
от ростовых факторов стимулирует только кле-
точную подвижность, но не пролиферацию кле-
ток (Li et al., 2007; Cheng et al., 2008).

Влияние БТШ90α на подвижность клеток
описано во многих (более 300) научных статьях.
При этом только в одной из них показано, что,
несмотря на то что БТШ90α и БТШ90β имеют
высокий уровень гомологии (~86%), эффекты
БТШ90β на процесс ранозаживления у свиней
оказались слабее, чем эффекты БТШ90α (Jay-
aprakash et al., 2015). При этом свиньи в отличие от
мышей менее распространены в качестве модель-
ных животных при исследовании ранозаживле-
ния, что не позволяет делать прямые сравнения
полученных ими результатов с результатами дру-
гих экспериментов, поставленных на мышах.
Также стоит отметить, что процессы ранозажив-
ления у человека преимущественно обусловлены
процессами миграции клеток, в то время как у лабо-
раторных мышей ключевую роль играет контрак-
ция кожного покрова (Sullivan et al., 2001; Orgill,
Blanco, 2009). В связи с этим наиболее подходя-
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щая модель при исследовании влияния БТШ90β
на ранозаживление – эксцизионная модель с
применением поддерживающей шины (Wang et al.,
2013). Данная модель позволяет полностью устра-
нить влияние контракции на размер раневой по-
верхности, что дает максимальное приближение
к процессу ранозаживления у человека.

Цель работы – оценка влияния внеклеточного
рекомбинантного БТШ90β человека на процессы
ранозаживления у мышей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение рекомбинантного БТШ90β. Ген че-
ловеческого БТШ90β был получен из клеток
фибросаркомы человека НТ1080. Для выделения
гена использовали следующую пару праймеров:
F 5'-TTACATATGCCTGAGGAAGTGCACCATG-
GAG и R 5'-ATCGTCGACATCGACTTCTTCCAT-
GCGAGAC, в качестве матрицы использовали
кДНК. Полученный ПЦР-фрагмент встраивали в
вектор pET28b. Вектором со вставкой трансфор-
мировали Escherichia coli (штамм Rosetta (DE3),
Novagen, США). Экспрессию синтеза белка инду-
цировали добавлением 1 мМ изопропил-β-D-
тиогалактозида (Sigma, США). Биомассу осаждали
центрифугированием в течение 7 мин при 5000 g.
Для выделения белка использовали металл-хелат-
ную хроматографию с применением Ni-NTA-агаро-
зы (Thermo Scientific, США). Чистоту полученного
белка оценивали с помощью ДСН-ПААГ-электро-
фореза.

Иммуноферментный анализ. Анализ реактивно-
сти рекомбинантного БТШ90β человека с БТШ90-
специфическими моноклональными антителами
проводили с помощью непрямого ИФА. В качестве
контрольного антигена использовали нативный
БТШ90, очищенный из мозга быка (смесь α- и
β-изоформ БТШ90) (Skarga et al., 2009). Антиге-
ны для анализа сорбировали при концентрации
1 мкг/мл.

Определение миграции и инвазии клеток in vitro.
Миграцию и инвазию исследовали на клетках
фибросаркомы человека НТ1080. Экcпеpименты
пpоводили c иcпользованием вкладышей в 24-лу-
ночные планшеты c полиэфирной трековой(ПЭТ)
мембраной (pазмеp поp 8 мкм) (Geriner, Авcтpия).
Для оценки инвазии клеток вкладыши c ПЭТ-
мембpаной обpабатывали коллагеном VI в cоот-
ветcтвии c pекомендациями изготовителя (Trevigen,
CША). Пеpед экcпеpиментом клетки выдеpжива-
ли в cpеде ДМЕМ, содержавщей 0.2% бычьего
cывоpоточного альбумина (БCА), в течение 20 ч
пpи 37°C. Клетки снимали c подложки тpипcином,
пpомывали в ДМЕМ-БCА и помещали во вкла-
дыши в cpеде ДМЕМ-БCА в пpиcутcтвии или в
отcутcтвие рекомбинантного БТШ90β или кон-
трольного нативного БТШ90. В качеcтве xемо-

аттpактанта в нижнем pезеpвуаpе иcпользовали
ДМЕМ-5%-ную ЭБC (эмбриональная бычья сы-
воротка). Мигpацию и инвазию клеток оценивали
чеpез 6 и 24 ч cоответcтвенно. Пpошедшие чеpез
ПЭТ-мембpану клетки фикcиpовали метиловым
cпиpтом, окpашивали кpаcителем кpиcталличеcким
фиолетовым, лизиpовали, пеpеноcили в лунки 96-лу-
ночного планшета, после чего измеpяли оптичеcкую
плотноcть пpи длине волны 595 нм (ОП595).
Мигpацию и инвазию оценивали по ОП595 клеток,
мигpиpовавшиx чеpез мембpану, за вычетом ОП595
клеток, пpошедшиx чеpез мембpану в отcутcтвие
xемотакcичеcкого гpадиента (cпонтанная мигpация
и инвазия). Стимулирующее влияние рекомбинант-
ного белка оценивали отноcительно контpольныx
нестимулированных клеток и выpажали в про-
центах.

Модель шинированной раны. Для эксперимен-
тов использовали самцов мышей линии BALB/c в
возрасте 4–4.5 недель (n = 15 в каждой группе).
Раневую поверхность у мышей формировали по
эксцизионной модели с применением поддержи-
вающей шины (Wang et al., 2013). Животных нар-
котизировали раствором золетила и ксилазина
(1 : 2, 1 мл/кг). После полной потери двигатель-
ных рефлексов со спины и боков выстригали
шерсть. Оставшийся волосяной покров удаляли с
применением депилирующего крема (Veet, Фран-
ция). На следующий день животных повторно
усыпляли, на кожу наносили два сквозных отвер-
стия диаметром 5 мм с помощью специальных
пробойников (Medax, Италия). На полученные
отверстия c помощью клея на основе этилциа-
ноакрилата (Henkel, Германия) наклеивали диски
диаметром 19 мм (ширина внутреннего отверстия
8 мм, длина 10 мм), изготовленные из силиконо-
вых листов толщиной 0.5 мм (Grace Bio-labs,
США). Диски дополнительно фиксировали че-
тырьмя хирургическими швами с использовани-
ем полигликолид-капролактоновой нити (ПТО
Медтехника, Россия). В каждое сформированное
раневое отверстие вносили по 20 мкл БТШ90β с
концентрацией 1 мг/мл для опытных животных или
фосфатно-солевой буферный раствор для кон-
трольных животных. Затем весь диск накрывали
прозрачным пластырем Tegaderm (3M, США). Жи-
вотных дополнительно укрывали хирургическим
бандажом (Matopat, Poland). Каждому животному
надевали зоологический воротник, изготовленный
по технологии FDM 3D-печати. Обработанных та-
ким образом животных помещали в индивидуаль-
ные клетки. Каждые 4 дня на раны наносили новую
порцию раствора БТШ90β или фосфатно-соле-
вого буферного раствора.

Анализ скорости ранозаживления у мышей. Все
снимки приводились к одному масштабу. Площадь
раны выделяли инструментом “Лассо” и считывали
ее в пикселях в разделе “Гистограммы” (программа
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Photoshop CS 6.0). Площадь раны, полученную в
пикселях, использовали для проведения расчетов
(использовали не менее трех фотографий).

Скорости ранозаживления у эксперименталь-
ных и контрольных животных определяли путем
сравнения площади раневой поверхности на 4, 8 и
12-е сут после ранения. Для этого животных усыпля-
ли и делали снимки каждой раны фотоаппаратом
Олимпус с-4000 (Япония); типичные фотографии
представлены на рис. 1. Снимки обрабатывали в
программе Adobe Photoshop CS6. Полученные зна-
чения площади раневой поверхности использовали
для последующего статистического анализа с
применением критерия Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение и характеристика БТШ90β. В работе
использовался рекомбинантный БТШ90β. Выбор
в пользу рекомбинантного препарата был обу-
словлен экономическими соображениями. Чи-
стота очищенного рекомбинантного белка была
оценена с помощью ДСН-ПААГ и составляла не
менее 90% (рис. 2).

С использованием иммуноферментного ана-
лиза было установлено, что препарат рекомби-
нантного БТШ90β специфически связывается с

антителами к БТШ90β и БТШ90α/БТШ90β, но
не связывается с антителами к БТШ90α (табл. 1).
Для определения сохранения у препарата реком-
бинантного БТШ90β свойств нативного белка
оценивали стимуляцию миграции и инвазии кле-
ток фибросаркомы человека НТ1080 in vitro. В ре-
зультате было установлено, что препарат реком-
бинантного БТШ90β в концентрации 50 мкг/мл
стимулировал процессы миграции и инвазии на
21 ± 7 и 46 ± 11% соответственно (рис. 3), что сви-
детельствует о сохранении свойств нативного
белка у рекомбинантного БТШ90β. Нативный
БТШ90 из мозга быка, представляющий собой
смесь БТШ90α и БТШ90β, стимулировал мигра-
цию и инвазию клеток эффективнее, чем реком-
бинантный БТШ90β (табл. 1).

Анализ влияния БТШ90 на скорость регенера-
ции шинированной раны у мышей. В результате
проведенных на животных экспериментов было
обнаружено, что внесение в раневую область пре-
парата рекомбинантного БТШ90β оказывает по-
ложительное влияние на скорость ранозаживле-
ния у опытных животных (рис. 1). На 12-е сут
среднее увеличение скорости ранозаживления
при внесении в раневую поверхность БТШ90β
составило 28% (p ≤ 0.05) (рис. 4). Сравнивая эти
данные с данными, полученными в эксперимен-

Рис. 1. Динамика ранозаживления у мышей. Сверху – фотографии животных, в раны которых вносили рекомбинант-
ный БТШ90β, снизу – контрольные животные. Слева направо: 4, 8 и 12-е сут.
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тах по миграции и инвазии, можно отметить, что
скорости ранозаживления и миграции клеток
примерно равны. Как отмечено выше, раноза-
живление в нашей модели обуславливается про-
цессами миграции и инвазии. Ввиду того что в
модели шинированной раны миграция кератино-
цитов и фибробластов проходит по поверхности
выстилающих раны клеток, влияние ВКМ на эту
миграцию минимально. В связи с этим более вы-
раженная у БТШ90β активация инвазии в нашей
модели не оказывает существенного влияния на
скорость сдвига фронта раны, а ранозаживляю-
щий эффект от применения БТШ90β не слишком
выражен.

Ранее в работе на мышах (Cheng et al., 2011) бы-
ло показано, что применение препарата рекомби-
нантного БТШ90α приводит к значительному (до
90%) ускорению процессов ранозаживления у
мышей. В настоящий момент нет данных по вли-
янию БТШ90β на ранозаживление у этих живот-
ных, однако по результатам исследований, прове-
денных на свиньях (Jayaprakash et al., 2015), было
показано, что однократное внесение в рану пре-
парата БТШ90α приводит к двукратному увели-
чению скорости ранозаживления по сравнению с
вариантом, где в рану вносили БТШ90β. При
этом, сравнивая результаты наших эксперимен-
тов (с применением БТШ90β) с данными Ченга с
соавт. (Cheng et al., 2011) (исследовали БТШ90α),
можно отметить, что в наших экспериментах ско-
рость ранозаживления оказалась более чем в 3 ра-
за ниже. Такая выраженная разница может быть
обусловлена двумя причинами. Значительную
роль в различии влияния БТШ90β на скорость
ранозаживления могут играть видовые особенно-
сти физиологии экспериментальных животных. В
частности, свиньи имеют кожный покров, проч-
но связанный с жировой клетчаткой, в то время
как у мышей кожа закреплена более подвижно,
что может полностью менять как трофику ране-
вой области, так и сами механизмы ранозаживле-
ния. Второй причиной могла быть выбранная
экспериментальная модель. В работе Ченга с со-
авт. не использовали шину, поэтому края раны
оставались свободными (Cheng et al., 2011). В этом
случае на скорость зарастания раны начинала
значительно влиять раневая контракция. Можно
предположить, что внесение препарата БТШ90β
влияет не только на процессы клеточной миграции
(а следовательно, и ассоциированного с ними рано-
заживления), но и на процессы контракции.

Однако при проведении исследования в этой
области стоит обратить внимание на выраженную
зависимость получаемых в экспериментах ре-
зультатов от используемых модельных животных.
При этом даже в экспериментах, проводимых на од-
ном и том же виде животного, но с применением
различных моделей ранозаживления могут наблю-
даться значительные расхождения результатов, что

не позволяет прямо экстраполировать эти результа-
ты на человека. Дальнейшие исследования позво-
лят подобрать комбинации БТШ90β и БТШ90α
для различных условий ран (внутренние после-
операционные, поверхностные), способные зна-
чительно ускорить процессы ранозаживления, не
вызывая при этом негативных последствий.

Таким образом, применение БТШ90β может
быть весьма перспективным при лечении хрони-
ческих ран. Исследования, проведенные в дан-
ной работе, позволят расширить представление о

Рис. 2. ДСН-ПААГ-электрофорез очищенного пре-
парата БТШ90β (отмечен стрелкой). Левый трек –
маркер молекулярных масс (в кДа).
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Таблица 1. Анализ иммунологического соответствия и активирующего воздействия на клетки рекомбинантного
БТШ90β

Примечание. * – реактивность антител с БТШ90 оценивали по интенсивности реакции антител с антигенами в ИФА (++++,
+++, ++); “–” – реакция отсутствует.

Тип БТШ90

Реактивность с антителами в ИФА*

Специфичность антител

БТШ90α БТШ90β БТШ90α/β негативный 
контроль

Рекомбинантный БТШ90β человека – +++ ++++ –
Нативный БТШ90 быка (смесь БТШ90α и БТШ90β) +++ ++ ++++ –

Рис. 3. Сравнение скорости миграции и инвазии клеток НТ1080 in vitro в присутствии рекомбинантного БТШ90β че-
ловека и нативного БТШ90 быка. Стимулирующее влияние оценено относительно контрольных нестимулированных
клеток и выражено в процентах, контроль принят за 0%. Статистическую обработку данных проводили с использова-
нием непараметрического критерия U Вилкоксона–Манна–Уитни. Данные представлены относительно контроля в
виде среднего арифметического с разбросом в виде стандартного отклонения. * – р ≤ 0.05, ** – р ≤ 0.01. 1 – рекомби-
нантный БТШ90β человека, 2 – нативный БТШ90 быка (смесь БТШ90α и β).
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Рис. 4. Площадь раневой поверхности у животных на 4, 8 и 12-е сут эксперимента. Статистическую обработку данных
проводили с использованием непараметрического критерия U Вилкоксона–Манна–Уитни. Результаты представлены
в виде среднего арифметического с разбросом в виде стандартного отклонения. * – р ≤ 0.05. 1 – контроль, 2 – опыт.
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подходах к заживлению ран в таких областях, как
травматология, хирургия, а также трансплантология.
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It is known that alpha isoform of heat shock protein 90 (HSP90α) plays an important role in wound healing.
HSP90α has stimulating effect on migration and invasion of cells in the wound area. The role of beta isoforms
of HSP90 (HSP90β) in the process of wound healing is not fully defined. In this work recombinant human
HSP90β was obtained and characterized, expressed in E. coli. Using an excision model of wound healing it
was found the following fact: purified recombinant human HSP90β introduced into the wound the region
leads to increase the rate of wound healing by 28% compared to control in mice. This allows consider HSP90β
as a promising drug for wound healing.
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