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Целью исследования было изучение влияния производных структурных белков шелка на показатели кле�
точного старения при культивировании мышиных фибробластов NIH 3Т3 в средах с повышенным содержа�
нием глюкозы. В качестве субстратов для культивирования клеток использовали пленки, сформированные
из фиброина шелка Bombyx mori или из рекомбинантного аналога спидроина 1 Nephila clavipes – rS1/9, а так�
же покровные стекла. Показано, что воздействие 50 мМ глюкозы вызывало замедление роста фибробластов
на покровных стеклах. Также, культивирование фибробластов на стеклах при повышенной концентрации
глюкозы приводило к увеличению площади клеток и их ядер, к усилению программируемой клеточной ги�
бели и уменьшению синтеза коллагена. Пленки защищали фибробласты от клеточной гибели, вызываемой
глюкозой. Наиболее выраженное влияние на количество клеток, включение BrdU и снижение программи�
руемой клеточной гибели было показано для спидроина. Общее количество растворимого коллагена, про�
дуцируемого фибробластами при повышении концентрации глюкозы, уменьшалось на стекле и субстрате
из фиброина и не изменялось для спидроина. Проведение молекулярного анализа показало, что при концен�
трации глюкозы 50 мМ усиливается фосфорилирование субъединицы p65 гетеродимера NF�κB при культи�
вировании на стекле, в то время как на фиброине влияние концентрации глюкозы на данный показатель не
детектировалось, а на спидроине фосфорилирование снижалось. В ходе исследования была продемонстри�
рована антивозрастная активность спидроина, что указывает на его перспективность при разработке скаф�
фолдов, предназначенных для тканевой инженерии и регенеративной медицины.
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ВВЕДЕНИЕ

Важнейшими функциями кожи являются за�
щита от внешних воздействий, в том числе, от

патогенов и ультрафиолетового излучения, вы�
работка витамина D, терморегуляция, газооб�
мен, обеспечение тактильной чувствительности.
Эти функции необходимы для поддержания го�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ВКМ – внеклеточный матрикс; BrdU – 5�бром�2′�дезоксиуридин; AGE – конечные про�
дукты гликирования; NF�κB – транскрипционный ядерный фактор; СЭМ – сканирующая электронная микроскопия;
FBS – эмбриональная бычья сыворотка; MTT – 3�(4,5�диметилтиозол�2�ол)�2,5�дифенил�2H�тетразолий бромид.
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меостаза и функционирования организма, по�
этому разработка подходов для полного физио�
логического восстановления повреждений ко�
жи – одна из важнейших задач современной ре�
генеративной медицины. Старение сопровожда�
ется нарушениями гомеостаза, которые, накап�
ливаясь, вызывают формирование морщин, раз�
витие сухости, усиление пигментации и потерю
эластичности [1]. Нарушения микроциркуляции
приводят к замедлению заживления ран, разви�
тию диабетических язв и хронических воспале�
ний [2, 3], чему способствуют и изменения вне�
клеточного матрикса (ВКМ) [4]. Наиболее важ�
ные компоненты ВКМ кожи – комплексы гли�
козаминогликанов и фибриллярных белков, та�
ких как коллаген типа 1 и 3, фибронектин и
эластин [5]. Молодая дерма состоит из длинных,
плотно упакованных коллагеновых фибрилл,
содержащих положительно заряженные остатки
лизина, гидроксилизина, аргинина и в меньшей
степени гистидина. В стареющей коже коллаге�
новые фибриллы фрагментированы и дезорга�
низованы. Количество фрагментированного
коллагена у доноров кожи 80�ти лет в 4,3 раза
больше по сравнению с донорами 21–30 лет [6].
Возрастной фрагментации коллагена может
способствовать повышенная активность метал�
лопротеиназ. Кроме того, повреждение белков и
липидов может вызывать окислительный стресс,
что приводит к ускорению старения кожи [7].

При этом заметной перестройке подверга�
ются межмолекулярные коллагеновые сшивки.
Сшивок между лизинами в цепях α1 и гидрок�
силизинами в цепях α2, опосредованных лизи�
локсидазой, становится меньше по сравнению с
числом сшивок, образующихся при нефермен�
тативном гликозилировании (реакция Майяра)
[8]. Данный процесс является посттрансляци�
онной модификацией первичных аминогрупп
глюкозой. В результате реакции образуется
фруктолизин, который формируется при глико�
зилировании аминогрупп лизина [9]. Впослед�
ствии глюкоза или другие сахара внедряются
между молекулами коллагена вместо прямой
связи между соседними боковыми цепями ами�
нокислот [8]. Конечные продукты гликирова�
ния (AGE) изменяют структуру коллагеновых
фибрилл, уменьшая положительный заряд бел�
ка [10, 11]. Межмолекулярные сшивки колла�
ген–сахар–коллаген увеличивают жесткость
ткани, делая ее менее эластичной, и уменьшают
способность коллагена связывать гиалуроновую
кислоту и другие гликозаминогликаны [8, 11].

Гипергликемия – важный фактор старения
кожи [12–24]. Токсическое влияние повышен�
ного содержания глюкозы включают в себя сле�
дующие эффекты: усиление окислительного

стресса, активацию полиольного пути и биосин�
теза гексозамина, повреждение ДНК и измене�
ние экспрессии генов, что приводит к старению,
воспалению и/или клеточной смерти [14–17].
Сосудистые осложнения при диабете, вызывае�
мые гипергликемией, приводят к образованию
плохо заживающих трофических язв на коже
[18, 19].

Культивирование клеток в присутствии вы�
сокой концентрации глюкозы используется в
моделях старения. В этих моделях исследуются
такие параметры, как площадь клеток и ядер,
повышенная скорость запрограммированной
гибели клеток, ослабление пролиферации, из�
менение синтеза коллагена и активность ядер�
ного фактора каппа B (NF�κB) [20–22].

Транскрипционный фактор NF�κB является
основным регулятором множества клеточных
реакций на стресс. В покоящихся клетках пять
субъединиц NF�κB находятся в цитоплазме в
комплексе с ингибирующим белком IκB. В от�
вет на стимул киназные каскады приводят к
протеолизу IκB, фосфорилированию субъеди�
ницы p65 (Rel A) и трансактивации NF�κB�за�
висимых генов [23]. Многочисленные модели
показали активацию NF�κB в результате по�
вреждения ДНК, окислительного стресса и по�
вышенной концентрации глюкозы [24–27].
Учитывая, что каждый из этих факторов участ�
вует в старении клеток кожи, фосфорилирова�
ние p65 может быть важным молекулярным
процессом, который регулирует фенотип, соот�
ветствующий старению. Кроме того, известно,
что ингибирование NF�κB задерживало прояв�
ления признаков старения в мышиной модели
прогерии [28].

Возрастные изменения кожи могут быть за�
медлены с помощью использования искусствен�
ных компонентов ВКМ, биоискусственных ана�
логов кожи и биоразлагаемых скаффолдов. Био�
инженерные заменители кожи созданы с целью
поддержания достаточного уровня пролифера�
ции фибробластов, необходимого для выработ�
ки ВКМ, восстановления и обновления соеди�
нительной ткани и ее эластичности. Сформиро�
ванные аналоги ВКМ являются предпочтитель�
ными моделями из�за их биосовместимости и
умеренной иммуномодулирующей активности.
Важно отметить, что при биодеградации этих
материалов образуются нетоксичные продукты:
короткие пептиды и аминокислоты. Структур�
ные белки шелка и их рекомбинантные аналоги
успешно используются в тканевой инженерии
при создании скаффолдов – аналогов ВКМ и
биоискусственной кожи. Фиброин, структур�
ный белок нити шелкопряда, является приме�
ром такого материала [29]. Белок rS1/9, реком�
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бинантный аналог спидроина 1 каркасной нити
паутины Nephila clavipes, имеет pI 10,49 и поло�
жительно заряжен при физиологических значе�
ниях рН [30–32]. Ген, кодирующий rS1/9, был
синтезирован и клонирован в дрожжах
Saccharomyces cerevisiae [30–32]. Ранее мы про�
демонстрировали более высокую активность
спидроиновых скаффолдов rS1/9 по сравнению
с фиброиновыми при регенерации кости и за�
живлении ран кожи в моделях in vivo. Скаффолд
из спидроина стимулировал пролиферацию
клеток кожи, а также образование сосудов и
нервов внутри 3D�конструкций [33–36].

В данной работе мы исследовали влияние
пленок, сформированных из rS1/9, на парамет�
ры старения мышиных фибробластов линии
NIH 3T3, культивируемых при физиологичес�
кой (5,5 мМ) и высокой (50 мМ) концентрациях
глюкозы. Для сравнения были использованы
пленки, сформированные из фиброина, и пок�
ровные стекла. Пленки из спидроина оказались
более эффективны, чем пленки из фиброина в
предотвращении некоторых признаков старе�
ния клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. В исследованиях использовали
следующие реактивы: 1,1,1,3,3,3�гексафтор�2�
пропанола (ГФИП, 99%) («ПиМ�Инвест», Рос�
сия); этанол 95% («Медхимпром», Россия); ди�
метилсульфоксид (ДМСО, 99,9%), глюкоза,
смесь ингибиторов протеаз, фенилметилсуль�
фонилфторид, реагент Брэдфорда («Sigma�
Aldrich», США); этанол, ацетон, соляная кисло�
та, Tween�20, Triton Х�100, Tris�HCl, NP�40, до�
децилсульфат натрия, NaCl и EDTA
(«Chemmed», Испания); 5�бром�2′�дезоксиури�
дин (BrdU), антитело против BrdU, козий анти�
крысиный IgG H + L («Abcam», Великобрита�
ния); набор для флуоресцентной микроскопии
аннексина V – FITC («BD Pharmingen™»,
США); набор для анализа Sircol («Biocolor», Ве�
ликобритания); Alexa Fluor™ 488 фаллоидин и
Hoechst 33342 («ThermoFisher Scientific», США);
нитроцеллюлозная мембрана («GE Healthcare»,
США). Первичные антитела против фосфори�
лированного (Ser536, клон 93H1) и общего p65
(клон D14E12), вторичные IgG кролика, связан�
ные с пероксидазой хрена (7074) и реагент
Enhanced Chemiluminescence («Cell Signaling
Technology, Inc.» США). В работе использовали
круглые покровные стекла типа D 263® M про�
изводства «Marienfeld», Германия.

Выделение и очистка белков шелка. Лиофи�
лизированный фиброин получали из шелковых

хирургических нитей (ООО «Оптикум», Россия)
по протоколу, описанному нами ранее [37]. Хи�
рургические нити кипятили 30 мин в 20 мМ вод�
ном растворе Na2CO3 и затем 3 × 30 мин в дис�
тиллированной воде. Высушивали 4 ч при 60 °C
и растворяли в 9,3 М водном растворе LiBr в те�
чение 4 ч на водяной бане при 60 °C, затем диа�
лизовали против дистиллированной воды в те�
чение 2 дней, проводя 10 смен воды. Получен�
ный водный раствор фиброина замораживали
на 2 дня при –70 °C и лиофилизировали, ис�
пользуя прибор Alpha 1�2 LDplus («Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH», Германия).

Для получения rS1/9 использовали штамм
дрожжей S. cerevisiae. Клетки дрожжей были
трансформированы плазмидой с искусствен�
ным геном rS1/9, состоящим из девяти химичес�
ки синтезированных «мономеров» 1f1 [32]. Бе�
лок rS1/9 выделяли из биомассы дрожжевых
клеток, как описано ранее [31]. Клетки были
разрушены в 50 мМ фосфатном буфере (рН 7,4),
содержащем 1 мМ ЭДТА («Amresco», США) и
5% (v/v) глицерина («Merck», Германия), с по�
мощью стеклянных шариков. Полученную сус�
пензию центрифугировали («Eppendorf», Герма�
ния) (30 000 g, 1 ч,) и экстрагировали целевой
белок из осадка 10%�ным раствором LiCl
(«Panreac», США) в 90%�ной муравьиной кис�
лоте в течение 18 ч при интенсивном перемеши�
вании. Затем образец центрифугировали при
30 000 g в течение 1 ч, супернатант диализовали
против 10 мМ ацетата натрия (pH 4,0) и снова
центрифугировали. Окончательную очистку
проводили с помощью ионообменной хрома�
тографии на колонке HiPrep 16/10 SP FF («GE
Healthcare», США) при изменении pH (pH 4,0 →
pH 7,0 → pH 4,0). Белок элюировали градиентом
концентрации NaCl и диализовали против де�
ионизированной воды, затем замораживали при
–70 °С и лиофилизировали. Высокая чистота
образцов была подтверждена с помощью PAAG�
SDS электрофореза [31] и спектрофотометрии
(«Pharmacia LKB Biochrom», Великобритания).
Полученные лиофилизированные фиброин и
спидроин хранили в плотно завинченных фла�
конах при 4 °С.

Формирование и характеристика пленок. Для
получения 2%�го (w/v) раствора фиброина или
rS1/9 в ГФИП навеску 200 мг материала раство�
ряли в 1 мл при 70 °C, пропускали через целлю�
лозный фильтр для удаления нерастворимых
частиц и центрифугировали при 13 680 g в тече�
ние 6 мин [38]. Образцы пленок были получены
с помощью нанесения раствора белка на круг�
лые покровные стекла диаметром 23 мм с после�
дующим высушиванием. Образцы промывали
этанолом и водой для формирования эластич�
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ных пленок (несколько мкм толщиной), прочно
прикрепленных к поверхности стекла. Морфо�
логия поверхности пленок была охарактеризо�
вана с помощью сканирующей электронной
микроскопии (СЭМ).

Пленки для СЭМ были подготовлены в со�
ответствии со стандартным протоколом. Фик�
сировали 2,5%�ным (v/v) глутаральдегидом в
0,1 М какодилатном буфере, рН 7,2, при 4 °С в
течение ночи и трижды промывали в том же бу�
фере с последующей дегидратацией в растворах
этанола восходящей концентрации и ацетона.
Высушивание в критических точках проводили
на приборе HCP�2 («Hitachi, Ltd.», Япония).
Образцы металлизировали слоем платины тол�
щиной 20 нм («Ion Coater IB3; Eiko Engineering
Co.», Япония). Полученные образцы анализи�
ровали с помощью микроскопа Camscan S2
(«Cambridge Instruments», Великобритания) с
разрешением 10 нм и рабочим напряжением
20 кВ. Изображения были получены с использо�
ванием программного обеспечения MicroCapture
(«SMA», Россия).

Клеточные культуры. Клетки линии мыши�
ных фибробластов NIH 3T3 («American Type
Culture Collection», Manassas, США) культиви�
ровали в модифицированной Dulbecco среде
Игла («PanEco», Россия) с добавлением 10%
(v/v) эмбриональной бычьей сыворотки (FBS)
(«HyClone», США), 2 мМ L�глютамина
(«PanEco», Россия) и 100 мкг/мл гентамицина
(«Gibco», США) при 37 °C, 5% CO2 во влажной
атмосфере. Клетки 15–20 пассажей использова�
ли в качестве модели стареющих фибробластов.
Клетки были разделены на шесть групп: 5,5 мМ
глюкоза/стекло; 50 мМ глюкоза/стекло; 5,5 мМ
глюкоза/фиброин; 50 мМ глюкоза/фиброин;
5,5 мМ глюкоза/rS1/9; 50 мМ глюкоза/rS1/9.

Измерение количества клеток и их площади.
Для определения количества клеток и площади,
покрытой клетками, растущими на твердых
субстратах, был обновлен протокол, описанный
ранее [39]. На соответствующие стекла, находя�
щиеся в чашках Петри диаметром 35 мм, нано�
сили 40 000 клеток в 2 мл среды. Клетки фикси�
ровали в 4%�ном (v/v) параформальдегиде в
0,1 М натрий�фосфатном буфере, pH 7,4 (PBS) в
течение 30 мин после 3�х дней культивирования.
Затем проводили пермеабилизацию в 0,1%�ном
(v/v) растворе Triton X�100, содержащем 0,1%
(v/v) FBS, в PBS в течение 30 мин при 4 °C с
дальнейшей отмывкой образцов дважды с по�
мощью PBS, содержащего 0,1% (v/v) FBS. Для
идентифицирования актиновых микрофила�
ментов и ядер клетки инкубировали c Alexa
Fluor™ 488 фаллоидином и Hoechst 33342 соот�
ветственно, затем трижды отмывали PBS. Изо�

бражения были получены на микроскопе Eclipse
Ti�E с конфокальным модулем А1 («Nikon
Corporation», Япония), объективами CFI Plan
Apo VC 20×, 0,75 и Apo TIRF 60× Oil DIC. Сред�
нюю площадь отдельных клеток определяли пу�
тем измерения площади кластеров и отдельных
клеток, деленной на количество ядер.

Оценка клеточной пролиферации путем вклюM
чения BrdU. Анализ включения BrdU проводили
в соответствии с протоколом производителя.
Для этого фибробласты линии NIH 3T3 (4 × 104)
высеивали на соответствующие стекла в чашках
Петри диаметром 35 мм в 2 мл среды. Через 44 ч
в среду добавляли BrdU (конечная концентра�
ция 10 мкМ) на 4 ч, после чего клетки фиксиро�
вали с помощью параформальдегида при ком�
натной температуре в течение 10 мин с последу�
ющей пермеабилизацией в растворе 0,1%�го
(v/v) Triton Х�100 и обработкой 1,5 М HCl. Об�
разцы инкубировали в течение ночи с антитела�
ми против BrdU (1/250). Несвязанные антитела
отмывали 5× с помощью раствора 0,1%�го (v/v)
Tween�20, содержащего 1% (v/v) FBS в PBS. Да�
лее образцы обрабатывали конъюгированными с
Cy3 вторичными поликлональными антителами
(козий анти�крысиный IgG H + L, 1/750) в тече�
ние 1 ч при комнатной температуре. Ядра были
окрашены Hoechst 33342. Изображения были
получены на микроскопе Eclipse Ti�E с конфо�
кальным модулем А1 («Nikon Corpo�ration»,
Япония) и объективом Plan Fluor 40×, 1,3.

Анализ апоптоза. Необработанные стекла
или пленки, прикрепленные к 23 мм покровным
стеклам, помещали на дно чашки Петри, диа�
метром 35 мм, после чего добавляли 105 клеток в
2 мл среды. Апоптоз оценивали через 48 ч после
посева с помощью конфокальной микроскопии
с использованием набора для флуоресцентной
микроскопии аннексин V – FITC. Клетки визу�
ализировали на микроскопе Eclipse Ti�E, обору�
дованном конфокальным модулем А1 («Nikon
Corporation», Япония) и объективом Plan Fluor
40×, 1,3.

Измерение коллагена. Для оценки количества
растворимого коллагена фибробласты линии
NIH 3T3 высеивали на чашку Петри диаметром
35 мм в количестве 4 × 104 в 2 мл культуральной
среды. Набор для анализа Sircol [40] использова�
ли для определения количества общего раство�
римого коллагена через 48 ч после посева.

Анализ выживаемости клеток. Клетки высеи�
вали на пленки из фиброина или rS1/9, как опи�
сано выше. Через 2 дня добавляли 200 мкл раст�
вора МТТ (3�(4,5�диметилтиозол�2�ол)�2,5�ди�
фенил�2H�тетразолий бромид, 5 мг/мл в PBS)
(«Sigma�Aldrich», США) и инкубировали при
37 °C, 5% CO2 в течение 4 ч во влажной атмосфе�
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ре. Кристаллы формазана растворяли в ДМСО и
колориметрические измерения («Tecan», Швей�
цария) проводили при 550 нм.

Иммуноблоттинг. Клетки линии NIH 3T3 об�
рабатывали в соответствии с вышеуказанными
протоколами, после чего промывали ледяным
PBS и лизировали в течение 30 мин на льду в бу�
фере, содержащем 50 мМ Tris�HCl, рН 7,4, 1%
(v/v) NP�40, 0,1% (m/v) SDS, 150 мМ NaCl, 1 мМ
ЭДТА, смесь ингибиторов протеаз и 2 мМ фе�
нилметилсульфонилфторида. Концентрацию
белка определяли с помощью реагента Брэд�
форда [41]. Белки разделяли электрофорезом в
PAAG (40 мкг общего белка на лунку) и перено�
сили на нитроцеллюлозную мембрану с диамет�
ром пор 0,2 мкм. Неспецифические взаимодей�
ствия белок–антитело блокировали раствором
5%�го обезжиренного молока в PBS. Мембраны
инкубировали в течение 2 ч с первичными анти�
телами против фосфорилированного (Ser536,
клон 93H1) или общего p65 (клон D14E12) и ви�
зуализировали с использованием вторичного
связанного с пероксидазой хрена анти�кроличь�

его IgG (клон 7074) и реагента с улучшенной хе�
милюминесценцией в системе Image Quant LAS
4000 («GE Healthcare», США). Денситометрия
иммуноблотов и количественный анализ интен�
сивностей полос проводили с использованием
ImageJ. Интенсивности полос фосфо�р65 были
нормализованы на уровень общего р65. Образец
«Стекло 5,5 мМ» был взят за 1.

Статистический анализ. Данные представле�
ны как среднее из трех повторов ± стандартное
отклонение. Сравнения проводились с исполь�
зованием одностороннего теста ANOVA с тес�
том множественных сравнений Тьюки
(GraphPad Prism 8.2.0; GraphPad Software, Inc.).
p < 0,05 между группами считали статистически
значимым различием.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Пленки, сформированные из структурных белM
ков шелка. Пленки были сформированы из фиб�
роина тутового шелкопряда Bombyx mori или
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Рис. 1. СЭМ пленок, образованных фиброином или спидроином rS1/9. а, в – Фиброиновая пленка; б, г – пленка rS1/9.
Белые прямоугольники обозначают расположение увеличенных изображений (в, г). Масштаб: а, б – 10 мкм; в, г – 3 мкм
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белка rS1/9 – рекомбинантного аналога спидро�
ина 1 Nephila clavipes (рис. 1).

Значения толщины пленки составляли 8–
10 мкм для фиброина и 10–12 мкм для спидрои�
на (подробности приготовления см. в разделе
«Материалы и методы»). Небольшая разница в
толщине пленок может быть обусловлена нали�
чием нанопор в структуре спидроиновых пле�
нок. Эти нанопоры сформировались спонтанно,
без каких�либо дополнительных реагентов. От�
дельные нанопоры открываются на поверхнос�
ти. Диаметр нанопор составлял 5–25 нм. В
пленках из фиброина поверхностных пор обна�
ружено не было.

Плотность и пролиферация клеток линии
NIH 3T3 на пленках из фиброина и спидроина при
различных концентрациях глюкозы. Для модели�
рования условий старения фибробластов мы
оценили влияние высокой концентрации глюко�
зы на выживаемость клеток, их пролиферацию, а
также клеточную и ядерную площади. Клетки
наносили на покровные стекла или на биоразла�
гаемые пленки, сформированные из фиброина
или rS1/9, затем подвергали воздействию 50 мМ
глюкозы. Для сравнения использовали 5,5 мМ

глюкозу. В 5,5 мМ глюкозе после 72 ч культиви�
рования на стеклах средняя плотность клеток
составила 136 ± 9 ядер/мм2, тогда как на фибро�
ине эта величина составила 175 ± 19 ядер/мм2, а
для спидроина этот показатель был еще выше –
287 ± 39 ядер/мм2 (рис. 2.). При концентрации
глюкозы 50 мМ максимальная плотность (170 ±
27 ядер/мм2) была выявлена на пленках из спид�
роина, а минимальная – на стеклах (107 ± 11 ядер/
мм2); плотность клеток на пленках из фиброина
составила 131 ± 13 ядер/мм2.

Снижение плотности клеток в среде с концен�
трацией глюкозы 50 мМ было связано с замед�
ленной скоростью клеточной пролиферации.
Процент BrdU�положительных клеток был са�
мым низким у фибробластов, культивируемых
на стеклах, по сравнению с таким же показате�
лем для клеток, культивируемых на пленках.
Пленки из спидроина обуславливали макси�
мальное включение BrdU в ДНК клеток, куль�
тивируемых при 50 мМ глюкозы (рис. 3). Кроме
того, при концентрации глюкозы 5,5 мМ ско�
рость пролиферации на стекле была низкой,
тогда как спидроин обеспечивал условия для са�
мой быстрой пролиферации.
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Рис. 2. Плотность клеток на разных подложках в зависимости от концентрации глюкозы. а–в – 50 мМ; г–е – 5,5 мМ.
а, г – Стекло; б, д – фиброин; в, е – rS1/9. Ядра визуализировали с помощью Hoechst 33342 (синий), актиновые филамен�
ты – с Alexa Fluor™ 488 фаллоидином (зелёный). Масштаб – 100 мкм. ж – Плотность клеток на разных субстратах в за�
висимости от концентрации глюкозы. Представлены средние значения ± стандартное отклонение трех независимых экс�
периментов. Попарное сравнение показало существенные различия между клетками в среде с низкой и высокой концен�
трациями глюкозы на различных субстратах шелка (фиброине (ФБ) или спидроине (rS1/9)) и стекле (* – разница, выяв�
ленная при культивировании клеток на одних и тех же субстратах с низким или высоким содержанием глюкозы; • – раз�
ница, выявленная при культивировании клеток на субстратах из белков шелка и стекле в присутствии 50 мМ глюкозы;
# – разница, выявленная при культивировании клеток на субстратах из белков и стекле в присутствии 5,5 мМ глюкозы);
р < 0,05. (С цветными вариантами рис. 2–4 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/.)
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Влияние высокого содержания глюкозы на
площадь клеток и их ядер. Площадь клеток и их
ядер увеличивалась при культивировании фиб�
робластов линии NIH 3Т3 на стекле с 50 мМ
глюкозой. Пленки из фиброина частично ослаб�
ляли эти эффекты, тогда как на пленках из
спидроина влияния высокой концентрации
глюкозы обнаружено не было (рис. 4).

Выживаемость клеток: роль материала пленки
и содержания глюкозы. Воздействие 50 мМ глю�
козы на фибробласты линии NIH 3T3 при куль�
тивировании на стекле в течение 48 ч сущест�
венно увеличивало количество апоптотических
клеток, при концентрации глюкозы 5,5 мМ про�
цент ранних апоптотических клеток (аннексин
V положительный/пропидий йодид отрицатель�
ный) составлял 1,84 ± 0,73%, тогда как в 50 мМ
глюкозе соответствующие значения составили
8,31 ± 2,71% (рис. 5, а); количество поздних
апоптотических/некротических клеток также
увеличивалось в 50 мМ глюкозе (рис. 5, б). Ко�
личество клеток с маркерами гибели уменьша�
лось, если фибробласты культивировали на
пленках из белков шелка, причем лучший за�
щитный эффект выявляли на спидроине (рис.5).

Было измерено количество коллагена, про�
дуцируемого фибробластами линии NIH 3T3

после их культивирования в течение 48 ч на раз�
ных субстратах в концентрациях глюкозы
5,5 мМ или 50 мМ с применением колоримет�
рического теста, и нормализовано к сигналу
MTT (рис. 6). Первый параметр отражает кон�
центрацию растворимого коллагена, а второй
соответствует синтетической активности от�
дельных клеток.

Дифференциальное влияние концентрации глюM
козы на активацию NFMκB в фибробластах линии
NIH 3T3, выращенных на пленках из шелка. Изве�
стно, что транскрипционный фактор NF�κB
опосредует различные клеточные ответы на внут�
риклеточные и внеклеточные сигналы [42]. В
частности, NF�κB задействован в регуляции ад�
гезии и метаболизма глюкозы. Субъединица p65
гетеродимера NF�κB фосфорилируется по Ser536
с последующей транслокацией в цитоплазму и
трансактивацией генов. Добавление 50 мМ глю�
козы к фибробластам линии NIH 3T3 привело к
заметным различиям в фосфорилировании субъ�
единицы p65, биомаркера активации NF�κB. По
аналогии с предыдущими сообщениями [20] ко�
личество фосфо�р65 было увеличено в клетках,
культивированных на стекле в 50 мМ глюкозе.
Кроме того, пленки из разных видов шелка по�
разному регулировали фосфорилирование р65:
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Рис. 3. Включение BrdU фибробластами линии NIH 3Т3 на разных подложках в присутствии 50 мМ (а–в) или 5 мМ (г–е)
глюкозы. а, г – Стекло, б, д – фиброин, в, е – rS1/9. Красный цвет: окрашивание BrdU; синий цвет: Hoechst 33342 (ядро).
Масштаб – 100 мкм. ж – Процентное содержание BrdU�положительных клеток на разных подложках в зависимости от
концентрации глюкозы. Представлены средние значения ± стандартное отклонение трех независимых экспериментов.
Попарное сравнение показало существенные различия между клетками в среде с низкой и высокой концентрациями глю�
козы на различных субстратах шелка (фиброине (ФБ) или спидроине (rS1/9)) и стекле. * Разница, выявленная при куль�
тивировании клеток на одних и тех же субстратах с низким или высоким содержанием глюкозы; • – разница, выявленная
при культивировании клеток на субстратах из белков шелка и стекле в присутствии 50 мМ глюкозы; # разница, выявлен�
ная при культивировании клеток на субстратах из белков и стекле в присутствии 5,5 мМ глюкозы; р < 0,05



СПИДРОИН ОСЛАБЛЯЕТ ПРИЗНАКИ СТАРЕНИЯ

на пленках из спидроина при концентрации глю�
козы как 5,5 мМ, так и 50 мМ были выявлены
противоположные эффекты, а фиброин не изме�
нял фосфорилирование р65 в ответ как на низ�
кую, так и на высокую концентрацию глюкозы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Модель клеточного старения. При проведе�
нии исследований была использована модель

клеточного старения фибробластов при их
культивировании в среде с повышенным содер�
жанием глюкозы. Диабет и сопутствующая ему
гипергликемия сопровождаются проявления�
ми клеточного старения. Для установления ди�
агноза сахарный диабет ВОЗ рекомендует
ориентироваться на уровень глюкозы в плаз�
ме крови натощак ≥7,0 мМ (126 мг/дл) или при
проведении теста с нагрузкой ≥11,1 мМ
(200 мг/дл) в плазме через 2 ч после приема
глюкозы [43].

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  7  2020

955

Рис. 4. Площадь клеток и их ядер на разных пленках при 50 мМ против 5,5 мМ глюкозы. а – Ядра визуализировали с по�
мощью Hoechst 33342 (синий), актиновые микрофиламенты – с Alexa Fluor™ 488 фаллоидином (зеленый). Масштаб –
10 мкм. Средние значения площади клеток (б) и ядер (в) соответственно. Представлены средние значения ± стандартное
отклонение трех независимых экспериментов. Попарное сравнение показало существенные различия, (*) выявленные
при культивировании клеток на одних и тех же субстратах (фиброине (ФБ), спидроине (rS1/9) и стекле) с низким или вы�
соким содержанием глюкозы, и (•) разницу, выявленную при культивировании клеток на субстратах из белков шелка и
стекле в присутствии 50 мМ глюкозы; р < 0,05
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Повышение концентрации глюкозы в среде
культивирования до 20–50 мМ и выше – основа
модели клеточного старения во многих исследо�
ваниях, в том числе при индукции старения мы�
шиных фибробластов 3Т3 [20], мезенхимальных
стволовых клеток крысы [44], фибробластов че�
ловека [45], эндотелиальных клеток [46]. При
этом гипергликемия является важнейшим фак�
тором старения фибробластов. Такое старение в
значительной степени обусловлено образовани�
ем конечных продуктов гликирования (AGEs).
AGEs – ковалентно связанные соединения, яв�
ляющиеся продуктами неферментативной реак�
ции между глюкозой и белками или липидами.
Повреждающее действие этих реакций проявля�
ется в их способности модифицировать белки,
участвующие в образовании фокальных контак�
тов и белки�регуляторы транскрипции генов [47].

Взаимодействие AGEs с рецептором RAGE
приводит к активации внутриклеточных сиг�
нальных каскадов и активации транскрипции
генов, продукты которых, среди прочих регуля�

торных эффектов, участвуют в формировании
фенотипа старения. Кроме того, взаимодей�
ствие AGE�RAGE стимулирует генерацию ак�
тивных форм кислорода (АФК) по пути
НАДФН�оксидазы [48]. Блокирование RAGE
путей приводит к отмене признаков старения,
индуцированных повышенной концентрацией
глюкозы в культивируемых фибробластах чело�
века [45].

Роль структурных характеристик спидроиноM
вых пленок в пролиферации и старении фиброM
бластов. Молекула rS1/9 (94 кДа) содержит 9 мо�
номерных повторов, каждый из которых состо�
ит из 4 первичных аминокислотных повторов,
идентичных природному спидроину 1. Первич�
ные повторы обогащены триплетами GGL,
GGY и GGQ, а также каждый несет по одному
поли�аланиновому участку (5–8 а.о.). Эти блоки
образуют β�листы в виде кристаллитов, и имен�
но эти структуры придают уникальную проч�
ность материалам, полученным из спидроина. С
другой стороны, растяжения участков между Ala
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Рис. 5. Окрашивание аннексином V/PI фибробластов ли�
нии NIH 3T3, выращенных на разных подложках, в зави�
симости от концентрации глюкозы. а – Окрашивание ан�
нексин V+/PI–; б – окрашивание аннексин V+/PI+. PI –
пропидий йодид. Представлены средние значения ± стан�
дартное отклонение трех независимых экспериментов.
Попарное сравнение показало существенные различия
между клетками в среде с низкой и высокой концентраци�
ями глюкозы на различных субстратах шелка и стекле.
* Разница, выявленная при культивировании клеток на од�
них и тех же субстратах с низким или высоким содержани�
ем глюкозы; • разница, выявленная при культивировании
клеток на субстратах из белков шелка (фиброине (ФБ) или
спидроине (rS1/9)) и стекле в присутствии 50 мМ глюкозы;
# разница, выявленная при культивировании клеток на
субстратах из белков и стекле в присутствии 5,5 мМ глюко�
зы; р < 0,05

а б

Рис. 6. Измерение растворимого коллагена. а – Колори�
метрические анализы концентрации коллагена в среде;
б – значения в а нормированы на сигнал МТТ. Представле�
ны средние значения ± стандартное отклонение трех неза�
висимых экспериментов. Попарное сравнение показало
существенные различия между клетками в среде с низкой
и высокой концентрациями глюкозы на различных
субстратах шелка [фиброине (ФБ) или спидроине (rS1/9)]
и стекле (* разница, выявленная при культивировании
клеток на одних и тех же субстратах с низким или высоким
содержанием глюкозы; • разница, выявленная при культи�
вировании клеток на субстратах из белков шелка и стекле в
присутствии 50 мМ глюкозы; # разница, выявленная при
культивировании клеток на субстратах из белков и стекле в
присутствии 5,5 мМ глюкозы); р < 0,05

ба
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блоками позволяют материалу быть эластич�
ным. Рассчитанное значение pI для rS1/9 со�
ставляет 10,49. Двадцать девять остатков Arg и
отсутствие отрицательно заряженных боковых
цепей делают белок rS1/9 поликатионом при
физиологических значениях рН [49]. Из�за низ�
кого значения pI (4,9) фиброин, напротив, заря�
жен отрицательно в том же диапазоне рН. Во
время контакта с питательными средами или
биологическими жидкостями поверхности фиб�
роина и других биоматериалов могут быть изме�
нены за счет адсорбции растворимых макромо�
лекул. Такие модификации изменяют свойства
поверхности и кардинально влияют на цитосов�
местимость этих структур [50].

Главной особенностью rS1/9 является его
способность самопроизвольно образовывать
поры в формируемых из него изделиях. Мы про�
демонстрировали преимущества пористой
структуры скаффолда в модели регенерации
кости [33, 34]. В этих материалах сеть макроско�
пических пор переплетается с более мелкими,
микрометровыми. Однако поры нанометрового
размера в конструкциях на основе rS1/9 ранее
не обнаруживали. Пленки, сформированные из
rS1/9 и использованные в настоящем исследо�
вании, имели нанометровые поры (рис. 1).
Можно ожидать, что в искусственном ВКМ они

могут быть полезны для газообмена и движения
метаболитов [51–53]. Механические характе�
ристики и рельеф поверхности нанопористых
материалов могут способствовать необходимой
биосовместимости в культуре клеток и в орга�
низме. Действительно, хорошая цитосовмести�
мость пленок, сформированных из шелка (рис.
2), подтверждает эту гипотезу. Более того, rS1/9
обеспечивал наилучшие условия для пролифе�
рации клеток, что было определено по включе�
нию BrdU (рис. 3).

Среди множества изменений, типичных для
стареющих клеток, увеличенный размер являет�
ся отличительной чертой, связанной с дезорга�
низацией коллагеновых фибрилл, как следстви�
ем активации металлопротеиназ [54]. В культу�
рах стареющие клетки часто бывают крупнее,
как показано в моделях старения, вызванного
высоким содержанием глюкозы [55], ультрафи�
олетовым излучением [56], перекисью водорода
[57], а также в модели изолированных дермаль�
ных фибробластов человека, взятых у доноров
молодого и пожилого возраста [58]. Ядра старе�
ющих клеток теряют округлую форму, а их раз�
мер увеличивается [59–61]. На стекле при высо�
кой концентрации глюкозы площадь, занимае�
мая клетками и ядрами (рис. 4), была больше, по
сравнению с таковой при низкой концентрации
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Рис. 7. Влияние концентрации глюкозы на фосфорилирование субъединицы p65 NF�κB в фибробластах NIH 3T3 на раз�
личных носителях. а – Иммуноблоттинг (данные одного репрезентативного эксперимента из трех с аналогичными ре�
зультатами); б – денситометрия (средние значения ± стандартное отклонение трех независимых экспериментов). Попар�
ное сравнение показало существенные различия между клетками в среде с низкой и высокой концентрациями глюкозы
на различных субстратах шелка [фиброине (ФБ) или спидроине (rS1/9)] и стекле (* разница, выявленная при культиви�
ровании клеток на одних и тех же субстратах с низким или высоким содержанием глюкозы; • разница, выявленная при
культивировании клеток на субстратах из белков шелка и стекле в присутствии 50 мМ глюкозы; # разница, выявленная
при культивировании клеток на субстратах из белков и стекле в присутствии 5,5 мМ глюкозы); р < 0,05
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глюкозы. При культивировании на производ�
ных шелка при 5,5 и 50 мМ глюкозы значения
размеров площади клеток были одинаковы. При
50 мМ глюкозы площадь клеток, культивируе�
мых на стекле, выше, чем на пленках из произ�
водных шелка. (рис. 4, б). На пленке из фиброи�
на влияние высокого уровня глюкозы на пло�
щадь ядер было менее выраженным, чем на
стекле; никаких изменений не было обнаружено
на спидроине (рис. 4, в). Кроме того, культиви�
рование на пленках из фиброина или спидроина
защищало клетки от запрограммированной ги�
бели (рис. 5). Плотность клеток и интенсив�
ность контактных взаимодействий, которые
обеспечивают передачу сигналов для реализа�
ции запрограммированных механизмов гибели
клеток, были выше при культивировании фиб�
робластов на пленках по сравнению с культиви�
рованием на необработанных стеклах, однако
уровень раннего и позднего апоптоза на пленках
был значительно ниже, чем на стекле, как при
низких, так и при высоких концентрациях глю�
козы. Пленки из rS1/9 были наиболее эффек�
тивными и в поддержании выживания фибро�
бластов линии NIH 3T3 (рис. 5). Таким образом,
специфическая молекулярная архитектоника
rS1/9 и особенности трехмерных пленок не
только способствуют пролиферации клеток, но
и предотвращают появление фенотипа старения
(определяемого увеличенным размером клеток
и ядер, а также повышенной скоростью апопто�
за) в ответ на повышение уровня глюкозы.

Влияние пленок из rS1/9 на выработку коллаM
гена. При культивировании фибробластов на
rS1/9 в присутствии 50 мМ глюкозы уровень
растворимого коллагена на rS1/9 оставался вы�
соким (рис. 6, а). Напротив, на фиброине и на
стекле значения поглощения, которые отража�
ют общее количество растворимого коллагена,
снижались в присутствии высокой концентра�
ции глюкозы. Эти результаты свидетельствуют о
том, что пленка, полученная из спидроина, мо�
жет поддерживать заживление ран и регенера�
цию тканей при стрессе, вызванном глюкозой.
В таких процессах своевременный синтез ВКМ
имеет решающее значение для миграции и диф�
ференцировки клеток. Другое важное наблюде�
ние заключается в том, что спидроин предотвра�
щал гиперсинтез растворимого коллагена при
5,5 мМ глюкозы. При этой концентрации плот�
ность клеток на спидроине была примерно в два
раза больше, чем на стекле (рис. 2), тогда как
концентрации коллагена отличались незначи�
тельно (рис. 6, а). Когда плотность клеток была
высокой при физиологическом содержании
глюкозы, синтетическая активность фиброблас�
тов была наименее выраженной (рис. 6, б). Этот

факт может быть полезен для контроля гипер�
пластических процессов.

При концентрации глюкозы 50 мМ и низкой
плотности клеток количество растворимого
коллагена, нормализованного по сигналу МТТ
(как определено по значениям поглощения),
было аналогично соответствующим значениям
для фибробластов, культивируемых при концен�
трации глюкозы 5,5 мМ (рис. 6 а). Эти результа�
ты полностью подтверждают наши ранние дан�
ные об антифиброзных свойствах фиброина и
спидроина: у эмбриональных фибробластов мы�
ши (MEF) растворимый фиброин или rS1/9 зна�
чительно подавляли экспрессию генов Ctgf и
Fgf2 [33]. Известно, что белки, кодируемые эти�
ми генами, способствуют фиброзу во время за�
живления раны на коже [62]. Кроме того, пони�
женная экспрессия Ctgf и Fgf2 была продемон�
стрирована в MEF, культивируемых на микроге�
лях, содержащих rS1/9, и на микрочастицах, из�
готовленных из фиброина и желатина. Подкож�
ная имплантация этих микрогелей ускоряла
процесс заживления. Важно отметить, что мик�
рогели предотвращали образование рубцов и
способствовали регенерации полнослойной ра�
ны кожи [36, 63].

NFMκB как молекулярный сенсор высокого соM
держания глюкозы: роль фиброина и спидроина.
Ряд исследований показал активацию NF�κB в
моделях старения [28, 42, 64,]. Р65 накапливает�
ся в ядрах стареющих клеток во время старения,
вызванного онкогенной экспрессией, повреж�
дением ДНК [59] или повышенными концен�
трациями глюкозы [42]. Активация NF�κB во
время старения необходима для формирования
связанного со старением секреторного феноти�
па (SASP), а также управляет возрастными
симптомами у мышей в модели прогерии [28].
Фосфорилирование субъединицы p65 тран�
скрипционного фактора NF�κB при 50 мМ глю�
козы на стекле соответствует предполагаемой
роли этого механизма в ответ на увеличение
концентрации глюкозы. В противоположность
этому, 50 мМ глюкозы не оказали влияния на
количество фосфо�р65 при культивировании на
фиброине. Спидроиновая пленка имела проти�
воположный эффект, а именно, при 50 мМ ко�
личество фосфо�р65 было меньше, чем при
5,5 мМ (рис. 7). Никаких изменений в количе�
стве общего p65 обнаружено не было, что указы�
вает на то, что разные концентрации глюкозы и
разные клеточные подложки влияют на специ�
фическую активацию этого сигнального пути.
Интересно, что аттенуированное фосфорилиро�
вание р65 на спидроине сопровождалось выра�
женным влиянием этой пленки на снижение
значений параметров старения, таких как пло�
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щадь клеток и их ядер, скорость пролиферации
и жизнеспособность. Кроме того, меньшее ко�
личество фосфо�р65 коррелировало с ограни�
ченной продукцией растворимого коллагена на
спидроине. Остается выяснить, связаны ли эти
явления и фосфорилирование р65. Независимо
от механизма, ослабленная активация p65 на
пленках rS1/9 при концентрации глюкозы
50 мМ может быть полезной для предотвраще�
ния воспалительных реакций в коже, что допол�
нительно подтверждает терапевтическую при�
менимость этого биоматериала.

Биосовместимые пленки, сформированные
из структурных белков фиброина шелка и спид�
роина, поддерживали пролиферацию и выжива�
ние мышиных фибробластов и по некоторым
маркерам ослабляли изменения, ассоциирован�
ные с клеточным старением, вызванным повы�
шенным содержанием глюкозы. Уникальные
молекулярные свойства рекомбинантного спид�
роина, в частности его способность самопроиз�
вольно образовывать нанопоры во время фор�

мирования пленок, делают этот полимер пер�
спективным для дальнейшего развития ткане�
вых заменителей кожи и инструментов для за�
медления старения.
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RECOMBINANT SPIDROIN FILMS ATTENUATE INDIVIDUAL MARKERS
OF GLUCOSE INDUCED AGING IN NIH 3T3 FIBROBLASTS
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The effect of bioresorbable materials on aging in cultured mouse NIH 3T3 fibroblasts treated with elevated glucose
concentration was investigated. The cells were grown on films produced from the silkworm fibroin and rS1/9, a
recombinant analog of Nephila clavipes spidroin 1. Exposure to 50 mM glucose of the cells grown on uncoated glass
support resulted in the cell growth retardation. The average areas of the cells and nuclei and the percentage of apop�
totic cells increased, whereas the amount of soluble collagen decreased. In contrast, on the fibroin and spidroin films,
the cell density and the percentage of 5�bromo�2′�deoxyuridine (BrdU)�positive cells were higher vs. the cells grown
on the glass support. The films protected NIH 3T3 fibroblasts from the glucose�induced death. The most prominent
effects on the cell density, BrdU incorporation, and apoptosis prevention were observed in the cells cultured on
spidroin films. Unlike the cells grown on glass support (decrease in the soluble collagen production) or fibroin (no
effect), production of soluble collagen by the cells grown on spidroin films increased after cell exposure to 50 mM glu�
cose. Molecular analysis demonstrated that 50 mM glucose upregulated phosphorylation of the NFκB heterodimer
p65 subunit in the cells grown on the glass support. The treatment of cells grown on fibroin films with 5.5 mM or
50 mM glucose had no effect on p65 phosphorylation. The same treatment decreased p65 phosphorylation in the cells
on the spidroin films. These results demonstrate the anti�aging efficacy of biomaterials derived from the silk proteins
and suggest that spidroin is more advantageous for tissue engineering and therapy than fibroin.

Keywords: cell aging, recombinant spidroin, regeneration, artificial skin


