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Скелетные мышцы составляют более трети массы тела человека и вносят значительный вклад в регуляцию
метаболизма в организме. Хроническое уменьшение двигательной активности замедляет метаболизм и сни�
жает функциональные возможности мышц, ведет к нарушению обмена веществ, а также развитию социаль�
но значимых заболеваний и снижению уровня и продолжительности жизни. Экспериментальные модели на
основе клеток�предшественников, выделяемых из мышечной ткани человека при биопсии и дифференци�
рованных в зрелые волокна in vitro, могут быть использованы для решения широкого спектра эксперимен�
тальных задач. В обзоре обсуждаются особенности динамики и регуляции миогенеза, имеющие критичес�
кое значение для создания адекватной клеточной модели. Основной функцией скелетной мышцы является
сокращение, поэтому электростимуляция миотуб представляется перспективным подходом для успешного
завершения миогенеза и для моделирования in vitro основных процессов, происходящих в скелетной мыш�
це при физических нагрузках. В обзоре анализируются текущие недостатки и возможности оптимизации
существующей клеточной модели, а также перспективы её развития для решения фундаментальных задач,
связанных с физиологией и биохимией мышечной деятельности, а также изучением механизмов развития
метаболических заболеваний.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: скелетная мышца, физическая нагрузка, сателлитные клетки, миогенез, электрости�
муляция, метаболизм, экспрессия генов.
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ВВЕДЕНИЕ

Скелетные мышцы составляют более трети
массы тела человека и в норме обладают высо�
кой метаболической активностью. В покое они
осуществляют до 90% инсулин�зависимого пот�
ребления глюкозы [1], дополнительно растуще�
го при физических нагрузках [2]. При низкоин�

тенсивной и продолжительной нагрузке мы�
шечные волокна с высокими окислительными
возможностями активно используют жирные
кислоты в качестве энергетических субстратов,
координируя углеводно�жировой обмен в орга�
низме и препятствуя развитию ожирения и ин�
сулинорезистентности как раннего проявления
диабетических изменений [1–3]. Хроническое
уменьшение двигательной активности снижает
метаболизм и функциональные возможности
скелетных мышц, приводит к нарушению обме�
на веществ, развитию ожирения, метаболичес�
кого синдрома и диабета II типа, усугубляет раз�
витие возрастной саркопении (потери мышеч�
ной массы), повышает риск развития сердечно�
сосудистых заболеваний, депрессии и синдрома
хронической усталости, а также сокращает про�
должительность жизни [4–8].

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : СК – сателлитные клетки;
ЭМГ – электромиограмма; ЭМСК – эмбриональные мы�
шечные стволовые клетки; AMPK – AMP�зависимая про�
теинкиназа; GLUT4 – инсулин�регулируемый транспор�
тер глюкозы 4; mTORC1 – мишень рапамицина, комп�
лекс 1; MyoG – миогенин; p38 MAPK – митоген�активи�
руемая протеинкиназа р38; Pax3/Pax7 – спаренные гомео�
боксные транскрипционные факторы 3/7; TNF1 – фактор
некроза опухоли 1.

* Адресат для корреспонденции.
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Во время интенсивной сократительной ак�
тивности мышечные клетки испытывают меха�
ническое напряжение, повышается внутримы�
шечная температура, изменяется содержание
многих тканевых метаболитов, снижается рН и
запасы гликогена. Эти и другие факторы активи�
руют многочисленные сигнальные пути и замет�
но изменяют транскриптомный профиль
(экспрессию сотен генов) в течение нескольких
часов восстановления после активности [9, 10].
Во время и после работы скелетные мышцы вы�
деляют множество метаболитов и миокинов,
оказывающих эндо�, пара� и аутокринные воз�
действия [5, 11, 12]. Регулярные аэробные наг�
рузки (длительные и низкоинтенсивные, энерго�
обеспечение которых идет в основном за счет
окислительного фосфорилирования) являются
эффективным инструментом для повышения
функциональных возможностей скелетных
мышц (чувствительности к инсулину, макси�
мальной скорости окисления жиров и углеводов,
работоспособности) и профилактики многих за�
болеваний, включая саркопению, сердечно�со�
судистые заболевания и системные метаболичес�
кие нарушения при диабете II типа [6, 7, 13–15].
У людей нетренированных и с пониженными
функциональными возможностями работоспо�
собность ограничена прежде всего низкой окис�
лительной способностью скелетных мышц и их
высокой утомляемостью, а не производитель�
ностью кислородтранспортной системы [16]. Это
подчеркивает важность изучения молекулярных
и биохимических механизмов адаптации скелет�
ных мышц к сократительной активности.

Понимание сути изменений во внутрикле�
точной сигнализации и профиле экспрессии ге�
нов, происходящих в скелетной мышце при од�
нократных и регулярных аэробных упражнени�
ях, важно для поиска оптимальных подходов
для профилактики и борьбы с метаболическими
нарушениями (на уровне скелетных мышц и ор�
ганизма), а также при восстановлении после ог�
раничения двигательной активности (малопод�
вижный образ жизни, длительное пребывание
на постельном режиме, реабилитация космо�
навтов после полета и т.д.). Данная информация
также важна для поиска эффективных путей
увеличения функциональных возможностей
скелетных мышц (и организма в целом) у людей
с нормальным уровнем двигательной активнос�
ти и спортсменов, тренирующих выносливость.
Несмотря на большое количество исследований
в этой области, молекулярные механизмы адап�
тации скелетной мышцы к аэробным нагрузкам
остаются во многом неясными.

Исследования молекулярных и биохимичес�
ких механизмов адаптации скелетной мышцы с

участием добровольцев in vivo связаны с этичес�
кими ограничениями: повторяющиеся биопсии
мышц, использование фармакологических ак�
тиваторов, ингибиторов и радиоактивных трей�
серов, регуляция экспрессии генов (рис. 1).
Применение животных моделей позволяет пре�
одолеть часть ограничений, однако некоторые
механизмы адаптации мышц грызунов к физи�
ческим нагрузкам отличаются от наблюдаемых у
человека. Например, у грызунов в отличие от
человека физические нагрузки изменяют соот�
ношение мышечных волокон I и II типов
[17, 18], значительно различающихся метаболи�
ческим профилем [19]. Помимо этого циркад�
ные ритмы влияют на экспрессию нескольких
сотен генов в мышцах грызунов [20, 21] и чело�
века [22]. Это затрудняет сравнение и интерпре�
тацию данных, полученных в разных моделях
in vivo [23], поэтому использование клеточной
модели для изучения механизмов адаптации
скелетных мышц представляется оптимальным
и может применяться на практике.

Проблема неспособности терминально диф�
ференцированных мышечных клеток к культи�
вированию решается путём выделения из мы�
шечных биопсий сателлитных клеток�предше�
ственников (СК), превращающихся в процессе
пролиферации и последующей дифференци�
ровки in vitro в функциональные миотубы
(рис. 1). СК рассматриваются как «взрослые»
стволовые клетки, которые отличаются от эмб�
риональных мышечных стволовых клеток
(ЭМСК) профилем экспрессии транскрипци�
онных факторов и степенью коммитированнос�
ти. Контролируемый миогенез in vitro позволяет
использовать СК как исходный материал для
создания клеточной модели и решения широко�
го спектра экспериментальных задач, в том чис�
ле для исследования миогенного и регенератив�
ного потенциала этих клеток в норме и при па�
тологическом изменении метаболической ак�
тивности.

Основной функцией скелетной мышцы яв�
ляется сократительная активность, которая
должна быть смоделирована в эксперименте.
Скелетная мышца состоит из мышечных воло�
кон, представляющих собой многоядерный син�
цитий, образуемый при слиянии миоцитов в мио�
тубы. Формирование миотуб, способных к сок�
ращению in vitro, зависит от ряда факторов и яв�
ляется отдельной проблемой (см. ниже). Элект�
ростимуляция может дать ключ к ее решению,
поскольку она служит основным триггером, за�
пускающим сокращение миотуб. При этом про�
исходят изменения внутриклеточной сигнализа�
ции, паттерна экспрессии генов, а также клеточ�
ного фенотипа. В условиях in vitro электростиму�
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ляция может инициировать молекулярные со�
бытия последних стадий миогенеза и формиро�
вания функциональных миотуб (рис. 1).

МИОГЕНЕЗ И САТЕЛЛИТНЫЕ КЛЕТКИ

Миогенез представляет собой процесс фор�
мирования мышечных волокон из клеток�пред�
шественников и обновления структур волокон,
утрачиваемых в процессе жизнедеятельности.
Обычно его разделяют на три фазы (рис. 2, а)
[24–27].

Миогенез регулируется рядом транскрипци�
онных факторов, главными на регенеративной
стадии считаются 4 классических: Myf5, MyoD,
MyoG (миогенин) и Mrf4 (Myf6) [24, 27–30]. Для
поддержания стволового состояния и регенера�
тивного потенциала важна работа факторов
Pax3/Pax7 [29, 31]. Последовательные изменения
уровня экспрессии всех этих факторов
(рис. 2, б), инактивация и активация их генов
in vitro [32], а также данные полногеномных ис�
следований [30] указывают на сложные взаимо�
связи между этими факторами и важность их
взаимодействия в процессе миогенеза. Они фор�
мируют регуляторную сеть с многочисленными

прямыми и обратными связями (рис. 2, в), дина�
мика которой меняется, определяя протекание
миогенеза. Динамические изменения Myf5 и
Pax3/Pax7 поддерживают СК в стволовом состо�
янии, MyoD регулирует мобилизацию CК из
стволовой ниши, а MyoG участвует в формиро�
вании миотуб [24]. Первичная активация ЭМСК
связана с падением экспрессии Рах3, индукцией
Рах7 и транзиторной экспрессией Myf5 и MyoD.
Коммитирование ЭМСК в направлении СК
обусловлено реактивацией экспрессии Myf5,
дальнейшая дифференцировка до миобластов
происходит при активации MyoD (рис. 2, б). По�
вышение уровня MyoG маркирует дифференци�
ровку миобластов в миоциты, Mrf4 координиру�
ет формирование миотуб. При этом Рах7 служит
базовым маркером СК, и его наличие позволяет
контролировать выделение истинных СК из мы�
шечных биопсий и поддержание их в клеточной
культуре в виде стволовых клеток [29].

Внешние факторы также играют важную
роль в поддержании стволового фенотипа час�
тично коммитированных СК. В условиях in vitro
они могут быть важными для удержания СК от
преждевременной дифференцировки, позволяя
провести наращивание культуры путем проли�
ферации. Как уже отмечено, одним их таких
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Рис. 1. Два подхода к исследованию молекулярных и биохимических механизмов адаптации сократительной активности
мышц. В первом случае (вверху) используются пробы скелетных мышц, взятых до и после какого�либо воздействия или у
различных когорт добровольцев (эксперимент in vivo) для анализа их феноменологических характеристик (активность
ферментов, модификации белков, транскрипционная активность, профили экспрессии и т.п.); экспериментальные мани�
пуляции с донорским материалом при таком подходе практически невозможны. Во втором случае (внизу) из мышечных
биопсий выделяют сателлитные клетки, которые далее культивируют in vitro; дифференцированные в миотубы клетки
доступны для широкого спектра экспериментальных воздействий, включая электростимуляцию, моделирующую различ�
ные режимы сократительной активности мышц
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Рис. 2. а – Общая схема миогенеза, где условные фазы отражены различными пунктирными стрелками; б – профили
экспрессии транскрипционных факторов, где высота затемненных фигур отражает уровень экспрессии указанного фак�
тора в момент, соответствующий общей схеме миогенеза; в – регуляторные взаимоотношения транскрипционных факто�
ров, где активирующие воздействия показаны стрелками, а ингибирующие – Т�образными связями
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факторов является наличие внеклеточного мат�
рикса вокруг клеток, который не только меха�
нически имитирует стволовую нишу, но и влия�
ет на доступность для клеток кислорода и пита�
тельных веществ, гормонов и цитокинов, а так�
же на способность к формированию межклеточ�
ных контактов. Регенеративные свойства и ак�
тивность СК усиливаются при умеренной ги�
поксии, но снижаются при жесткой [33]. Это
может быть связано с биогенезом митохондрий,
активность которых способствует регенератив�
ному миогенезу посредством работы c�Myc и
кальциневрина, регулирующих экспрессию
MyoD и MyoG [34]. Миогенез нарушается при
воспалении под действием воспалительных ин�
терлейкинов, фактора некроза опухолей
(TNFα) и интерферона�γ [35]. Сходная картина
наблюдается в жировой ткани, когда повышен�
ный воспалительный фон препятствует жиро�
вой дифференцировке резидентных клеток�
предшественников и играет ключевую роль в
развитии инсулинорезистентности и других ме�
таболических нарушений [8]. Анаболические
гормоны, такие как инсулин и инсулиноподоб�
ный фактор роста 1, гормон роста и андрогены,
противодействуют развитию воспаления и акти�
вируют синтез мышечных белков, однако их
влияние на СК полностью не изучено [35]. При
этом инсулин – активатор комплекса mTORC1
(ключевого регулятора синтеза белка) – часто
используют как компонент среды для индукции
миогенеза СК in vitro; напротив, подавление ак�
тивности mTORC1 блокирует слияние миоци�
тов, образование и созревание миотуб в клеточ�
ных моделях [36]. С другой стороны, повышен�
ное содержание глюкозы в среде ингибирует
пролиферацию первичных миобластов мыши
[37] и дифференцировку клеток линии С2С12,
влияя на содержание и локализацию MyoD
[38, 39] и фактора транскрипции Mlx, регулиру�
ющего слияние миотуб [40]. Однако в других ра�
ботах было показано, что гипергликемия уско�
ряла дифференцировку клеток C2C12 на фоне
сниженной активности AMP�зависимой проте�
инкиназы (AMPK), ключевого регулятора угле�
водно�жирового обмена и биогенеза митохонд�
рий, и максимальной скорости дыхания мито�
хондрий [41, 42], а также увеличивала содержа�
ние митохондриальных белков в первичных мио�
тубах человека [43]. Еще в одном исследовании
различий в перечисленных выше характеристи�
ках первичных миотуб выявлено не было [44].
Таким образом, данные о глюкозозависимой ре�
гуляции миогенеза достаточно противоречивы и
требуют дополнительных исследований.

Физические контакты с соседними клетками
и внеклеточным матриксом претерпевают изме�

нения на разных стадиях миогенеза. На ранней
стадии активации ЭМСК запуск сигнального
пути Notch и механизма эпителиально�мезенхи�
мального перехода ведет к разрушению межкле�
точных контактов, опосредованных N�кадгери�
ном и β�катенином. В результате β�катенин пе�
ремещается в ядро, где запускает экспрессию
Myf5 [45] и Pax7 [31], коммитируя развитие
ЭМСК в мышечном направлении. Переход
ЭМСК в СК дополнительно связан с формиро�
ванием стволовой ниши на поверхности миотуб
(или мышечных волокон), когда вокруг СК
формируется оболочка внеклеточного матрик�
са, препятствующая межклеточным контактам и
поддерживающая плюрипотентный/стволовый
фенотип СК [24]. При этом СК могут делиться
как симметрично вдоль волокна с образованием
двух дочерних СК, так и асимметрично поперек
волокна с образованием дочерней клетки, обес�
печивающей регенеративный миогенез. Нако�
нец, восстановление межклеточных контактов
вносит критический вклад в слияние дифферен�
цированных миобластов в миотубы или присое�
динение к мышечным волокнам [45].

Таким образом, использование СК из мы�
шечных биопсий для создания клеточных моде�
лей требует контроля нескольких ключевых эта�
пов миогенеза. Во�первых, это характеристика
выделяемых СК по наличию ключевых марке�
ров этих клеток. Во�вторых, это создание усло�
вий для пролиферации СК при сохранении их
стволового фенотипа, что может быть достигну�
то через ослабление межклеточных взаимодей�
ствий или путём регуляции экспрессии факто�
ров транскрипции, таких как Рах7, Myf5 и
MyoD. В�третьих, это контроль внешних факто�
ров, включая гормоны для индукции дифферен�
цировки, а также оптимизация клеточного
субстрата, например, использование специаль�
ных субстратов с микроструктурой (см. ниже).
Наконец, это обеспечение слияния миоцитов в
миотубы, чему способствует восстановление
межклеточных контактов за счет разрыхления
внеклеточного матрикса или специфической
стимуляции миоцитов. Как обсуждается ниже,
применение электростимуляции миоцитов мо�
жет использоваться как воздействие для ускоре�
ния завершения дифференцировки и формиро�
вания зрелых многоядерных миотуб.

КЛЕТОЧНАЯ МОДЕЛЬ СОКРАТИТЕЛЬНОЙ
АКТИВНОСТИ МЫШЦ

Использовать электростимуляцию мышеч�
ных клеток в экспериментах in vitro начали уже в
середине 70�х годов прошлого века. В начале
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XXI века было проведено первое исследование с
электростимуляцией первичных миотуб челове�
ка [46]. Для этого из биопсийной пробы ткани
скелетной мышцы были выделены СК, мио�
бласты культивировали и инициировали диф�
ференцировку in vitro в миотубы. Такие клеточ�
ные модели особенно привлекательны для изу�
чения миогенеза, поскольку позволяют ассоци�
ировать конкретные изменения профиля
экспрессии генов с изменениями морфологии и
функциональных характеристик клеток. По�ви�
димому, это частично объясняет резкое усиле�
ние интереса к этой модели, произошедшее в
последнее десятилетие [47, 48].

Обычно миотубы выращивают и стимулиру�
ют в чашках Петри с помощью угольных или
платиновых электродов, используя биполярные
электрические импульсы. Известные протоко�
лы стимуляции [48, 49] можно условно разде�
лить на те, которые моделируют однократную
физическую нагрузку (кратковременная стиму�
ляция в течение 5–120 мин) и регулярные тре�
нировки (длительная стимуляция от нескольких
часов до двух суток). Клеточная модель элект�
ростимуляции миотуб из ткани человека дает
несколько важных преимуществ в сравнении с
использованием биопсийного материала в экс�
периментах in vivo. Она позволяет:

1. минимизировать влияние циркадных ос�
цилляций;

2. использовать клетки человека, а не им�
мортализованные линии клеток лабораторных
животных, такие как С2С12 или L6;

3. исследовать молекулярные ответы в мы�
шечных клетках, а не в смеси различных клеток;

4. точно дозировать величину сократитель�
ной активности;

5. применять широкий набор эксперимен�
тальных воздействий (включая активацию или
ингибирование экспрессии генов);

6. обеспечивать равномерную и одновремен�
ную доставку стимуляторов/ингибиторов.

Длительность стимуляции миотуб варьирует
от нескольких минут до нескольких суток, а
частота стимуляции от 1 до 100 Гц, что сопоста�
вимо с частотой импульсации мотонейронов
in vivo. Такая in vitro модель мышечной актив�
ности хорошо воспроизводит физиологические
и молекулярные ответы, регистрируемые после
однократной или регулярных аэробных физи�
ческих нагрузок в скелетной мышце человека
[47, 48]. Например, электростимуляция при�
крепленных к подложке миотуб вызывает види�
мые ритмичные сокращения, сопровождаю�
щиеся отчетливыми кальциевыми волнами
[50–53], приводит к увеличению потребления
глюкозы и жирных кислот [54, 55] и снижению

запасов мышечного гликогена. Однократная
стимуляция миотуб вызывает сходные с in vivo
изменения внутриклеточной сигнализации: ак�
тивацию AMPK и p38 MAP�киназы, увеличение
уровня фосфорилирования транскрипционных
факторов CREB1 и ATF1, а также усиление сек�
реции миокинов (интерлейкинов, хемокинов
семейств CXC, СС и др.) [51, 55–61]. Важно под�
черкнуть, что любая стимуляция усиливает экс�
прессию ключевых генов�регуляторов углевод�
но�жирового обмена, ангиогенеза и митохондри�
ального биогенеза (PPARGC1A, GABPA, ESRRA,
NR4A3, TFAM и PDK4), повышает содержание
митохондриальных белков, максимальную ско�
рость дыхания митохондрий и инсулинозависи�
мое потребление глюкозы [54, 55, 59, 62–65]. На
основе этих данных можно сделать вывод, что
описываемая клеточная модель представляется
адекватной для моделирования процессов, про�
исходящих в мышце как при однократных, так и
при регулярных аэробных нагрузках.

В большинстве исследований с электрости�
муляцией миотуб использовались стандартные
иммортализованные мышечные линии клеток
мыши С2С12 или крысы L6, а также первичные
клетки, полученные из мышц грызунов. В пос�
ледние годы резко увеличилось число исследо�
ваний с использованием первичных клеток, по�
лученных из скелетной мышцы человека. Срав�
нение миотуб иммортализованных миобластов
грызунов и первичных миобластов человека вы�
явило множество различий как на уровне ба�
зальной экспрессии генов (в частности, кодиру�
ющих сократительные белки), так и функцио�
нальных возможностей клеток (инсулинозави�
симое потребление глюкозы и синтез гликогена,
максимальная скорость дыхания митохондрий),
а также реакций клеток на электростимуляцию
(изменение профиля экспрессии генов, потреб�
ления глюкозы) [66]. В другом исследовании
было показано, что миотубы, полученные из са�
теллитных клеток человека, демонстрируют ме�
нее выраженный сократительный ответ на
электростимуляцию по сравнению с миотубами
из иммортализованных клеток грызунов.
Экспрессия мРНК и различных миокинов в от�
вет на электростимуляцию в клетках человека
также оказалась значительно ниже по сравне�
нию с клетками линии С2С12 [58]. Указанные
данные подтверждают, что результаты, получен�
ные на иммортализованных клетках грызунов,
следует с осторожностью экстраполировать на
человека, подчеркивая важность проведения
экспериментов непосредственно на клетках че�
ловека.

В ряде работ было продемонстрировано, что
миотубы, выращенные из мышц разных доно�
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ров, частично сохраняют нативные свойства био�
псийной мышечной ткани и по�разному отвеча�
ют на электростимуляцию. Учитывая эту ин�
формацию, описываемая модель in vitro может
быть использована для изучения механизмов
развития различных патологий, таких как ожи�
рение, диабет II типа и др. Так, миотубы, выра�
щенные из миобластов мышц пациентов, стра�
дающих синдромом хронической усталости, де�
монстрируют повышенную экспрессию MyoG и
сниженную секрецию миокина IL�6 по сравне�
нию с клетками, выращенными из мышц здоро�
вых людей того же возраста. После 16 ч стимуля�
ции в этих клетках, в отличие от контрольных,
не увеличивался уровень фосфорилирования
AMPK, потребления глюкозы и секреции IL�6
[56]. Сходная ситуация наблюдалась и в миоту�
бах, полученных от пациентов с ожирением:
стимуляция повышала чувствительность к инсу�
лину только в инсулинорезистентных клетках,
при этом приводила к увеличению скорости
окисления жиров, повышению содержания ми�
тохондрий и экспрессии мРНК IL�6 только в
контроле [67]. Активация AMPK в ответ на
электростимуляцию (24 ч) была также снижена
в миотубах, полученных из мышц людей с ожи�
рением, по сравнению с миотубами, получен�
ными от доноров с нормальной массой тела.
Электростимуляция увеличила уровень фосфо�
рилирования белков инсулинового каскада и
транслокацию инсулинозависимого транспор�
тера глюкозы, GLUT4, при стимуляции инсули�
ном, однако эти изменения были менее выраже�
ны в миотубах от пациентов с ожирением, чем
из контрольной группы [68]. Помимо этого, мио�
тубы, полученные из мышечных биопсий тре�
нированных людей, демонстрируют большую
скорость окисления жиров и глюкозы по срав�
нению с миотубами из биопсий людей, ведущих
обычный образ жизни [69]. Эти и другие работы
с использованием клеточных моделей показы�
вают, что ожирение, возраст и уровень двига�
тельной активности доноров влияют на молеку�
лярные и функциональные характеристики мио�
туб, причём отличия остаются заметными даже
после культивирования и дифференцировки из
первичных миобластов [70].

Тот факт, что миотубы, полученные от доно�
ров с разным возрастом, двигательной актив�
ностью, окислительным и метаболическим ста�
тусом мышц, воспроизводят характерные функ�
циональные и фенотипические различия дает
основания полагать, что этот феномен обуслов�
лен эпигенетическими изменениями, произо�
шедшими в СК до их выделения из тканевых био�
псий. В единичных исследованиях описаны из�
менения паттерна метилирования ДНК миотуб,

происходящие при изменении уровня двига�
тельной активности, ожирении и старении до�
норов [71–73]. Если особенности фенотипа мио�
туб обусловлены эпигенетическими характерис�
тиками клеток донора, то возникает вопрос, как
долго могут сохраняться эти изменения (напри�
мер, паттерн метилирования) при культивиро�
вании клеток. По нашему мнению, изучение
эпигенетических изменений, происходящих
при культивировании клеток от разных доно�
ров, может помочь в понимании механизмов,
лежащих в основе этого феномена.

ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ ПРИЧИНЫ
НЕСООТВЕТСТВИЙ МОДЕЛИ

С РЕЗУЛЬТАТАМИ in vivo
И ПЕРСПЕКТИВЫ ЕЕ РАЗВИТИЯ

Многократно показано, что в базальном сос�
тоянии дифференцированные миотубы и ске�
летные мышцы значительно различаются по ря�
ду характеристик. Например, в миотубах пре�
имущественно экспрессируются тяжелые цепи
миозина, характерные для быстросокращаю�
щихся волокон II типа, а экспрессия GLUT4,
наоборот, снижена [70]. На сегодняшний день
проведены десятки исследований, посвящен�
ных эффектам кратковременной и длительной
электростимуляции миотуб. Анализ их результа�
тов показал, что кратковременная электрости�
муляция не полностью воспроизводит ключе�
вые молекулярные ответы, наблюдаемые в ске�
летной мышце после однократной физической
нагрузки [47]. Например, электростимуляция не
всегда инициирует активацию p38 MAP�кина�
зы, увеличение экспрессии транспортера
GLUT4 и его транспортировку на клеточную
мембрану, ускорение окисления жиров. Во мно�
гих работах молекулярные ответы, возникаю�
щие в скелетной мышце после однократной фи�
зической нагрузки, были зарегистрированы
только после длительной электростимуляции
миотуб. Например, 90�мин электростимуляция
не активировала экспрессию гена PPARGC1A,
ключевого регулятора углеводно�жирового об�
мена, ангиогенеза и биогенеза митохондрий;
увеличение экспрессии этого гена происходило
только после нескольких серий стимуляции в
течение нескольких дней [63]. Ниже будут про�
анализированы потенциальные причины несо�
ответствия модели электростимуляции миотуб
результатам, полученным in vivo, а также обсуж�
дены перспективы оптимизации этой модели.

Паттерн электростимуляции. В разных иссле�
дованиях используются протоколы электрости�
муляции, значительно различающиеся по дли�
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тельности (от нескольких минут до нескольких
суток), частоте (от 1 до 100 Гц), типу стимуляции
(по силе тока или напряжению), а также паттер�
ну стимуляции [48]. Отчасти это связано с отсут�
ствием четкой методологии и терминологии в
этой области и с желанием смоделировать
in vitro различные эффекты сократительной ак�
тивности in vivo [47]. Известно, что при низко�
интенсивной продолжительной (аэробной) фи�
зической нагрузке (десятки минут) в работу во�
влечены медленно сокращающиеся мышечные
волокна I типа. Они обладают высокой окисли�
тельной способностью и активируются мото�
нейронами с частотой импульсации 5–20 Гц.
Энергообеспечение такой работы идет в основ�
ном за счет окислительного фосфорилирования
с использованием жирных кислот в качестве
субстрата. Регулярные упражнения такого типа
ведут к увеличению окислительных возможнос�
тей мышц, повышению плотности митохондрий
и аэробной работоспособности. Напротив, при
коротких (от нескольких до десятков секунд)
околомаксимальных физических нагрузках рек�
рутируются волокна II типа, которые активиру�
ются мотонейронами с частотой 50–100 Гц и ха�
рактеризуются быстрой скоростью сокращения.
Синтез ATP при такой работе идет преимущест�
венно за счет аденилаткиназной и креатинки�
назной системы и анаэробного гликолиза. Такие
регулярные нагрузки ведут к увеличению разме�
ров мышечных волокон тренируемых мышц и
их максимальной силы. При этом значимых из�
менений в окислительных возможностях (и вы�
носливости) мышц не наблюдается. Различия в
адаптационных ответах связаны с тем, что фи�
зические нагрузки вызывают специфические
для них метаболические сдвиги в работающей
мышце и крови, связанные с активацией раз�
личных сигнальных каскадов и изменением пат�
тернов экспрессии генов и белков [74]. Очевид�
но, что для адекватного воспроизведения эф�
фектов in vitro необходимо хотя бы приблизи�
тельно смоделировать режимы сократительной
активности мышечных волокон, наблюдаемые
in vivo.

Вместе с тем используемые протоколы
электростимуляции миотуб кардинально отли�
чаются от паттернов сократительной активнос�
ти, наблюдаемых in vivo [48]. Так, во время од�
нократной аэробной локомоторной нагрузки
(например, велоэргометрия) работающие ске�
летные мышцы сокращаются с частотой ∼ 1 Гц
на протяжении нескольких десятков минут.
При этом длительность каждого периода сокра�
щения мышц составляет 400–500 мс. Тем не ме�
нее в наиболее популярных протоколах элект�
ростимуляции используется совершенно другой

паттерн: стимуляция идет не периодами (пачка�
ми), а одиночными импульсами, с частотой
1–100 Гц, что скорее напоминает паттерн сокра�
щения кардиомиоцитов.

Электростимуляция мышечных волокон с
частотой 20 Гц, в отличие от 100 Гц, активирует
Са2+�зависимый сигнальный каскад кальцинев�
рина и транскрипционных факторов NFATC и
инициирует транслокацию последних в ядро
[75]. NFATC участвуют в регуляции экспрессии
специфических регуляторов миогенеза, таких
как MyoG, Myf6 и MyoD1, а также играют клю�
чевую роль в регуляции экспрессии тяжелых це�
пей миозина в мышечных волокнах – этот пока�
затель тесно связан с метаболическими характе�
ристиками клетки [76]. Sciancalepore et al. в ка�
честве образца паттерна стимуляции миотуб ис�
пользовали электромиограмму, записанную при
ритмических мышечных сокращениях in vivo.
Такой асинхронный режим стимуляции приво�
дил к более выраженным внутриклеточным ос�
цилляциям Са2+ и увеличению количества сок�
ращающихся миотуб по сравнению со стимуля�
цией с фиксированной частотой 1 или 45 Гц [52].
Однако при таком подходе сложно стандартизо�
вать частоту сокращения миотуб и воспроизво�
дить эксперимент в других лабораториях.

Для моделирования эффектов однократных
аэробных упражнений перспективным, на наш
взгляд, является протокол, где стимуляция осу�
ществляется каждую секунду пачками по
400–500 мс. При этом используется частота им�
пульсов, типичная для мышечных волокон I ти�
па – до 20 Гц (рис. 3); по сравнению с протоко�
лом стимуляции с частотой 1 Гц суммарное вре�
мя электрической активности миотуб (напри�
мер, за один час) возрастает в 8–10 раз. Можно
предположить, что данный подход вызовет до�
полнительную активацию некоторых сигналь�
ных каскадов. Подобный паттерн электрости�
муляции уже применялся ранее [64], однако его
эффективность не сопоставлялась со стандарт�
ными протоколами.

Продолжительность кратковременной элект@
ростимуляции. Длительность кратковременной
электростимуляции миотуб варьирует от нес�
кольких минут до нескольких часов. Важно от�
метить, что сократительная активность мышц
продолжительностью более 1 ч значительно ис�
тощает внутримышечные запасы гликогена и
триглицеридов in vivo. Это может влиять на
энергетическое обеспечение работы и приво�
дить к активации специфических сигнальных
молекул, например, AMPK [77]. Использовать
протоколы кратковременной электростимуля�
ции продолжительностью более часа следует с
осторожностью, контролируя истощение этих
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внутриклеточных субстратов и снижение содер�
жания глюкозы в среде.

Динамика молекулярных ответов после стиму@
ляции. Активация сигнальных белков, индуци�
руемых сократительной активностью in vivo (та�
ких как CaMK, AMPK, p38 MAPK), наблюдает�
ся сразу после окончания нагрузки [74, 78]. Наи�
более выраженные изменения экспрессии генов

происходят в течение нескольких часов (до 8 ч)
«отдыха», причем большая часть этих генов име�
ет определенный временной паттерн экспрес�
сии [10, 23, 79]. В подавляющем большинстве
исследований молекулярные ответы миотуб ре�
гистрировали в один момент времени (как пра�
вило, после окончания электростимуляции), и
лишь в некоторых работах ответы регистрирова�
ли в нескольких временных точках [63–65,
80, 81]. Определение динамики развития моле�
кулярных ответов на кратковременную однок�
ратную стимуляцию миотуб важно для сопос�
тавления их специфичности in vivo и in vitro.

Использование методов широкого охвата,
таких как фосфопротеомный и транскриптом�
ный анализ, представляется наиболее перспек�
тивным решением этой задачи, поскольку дает
возможность одновременно оценить реакции
множества сигнальных молекул и генов и сопос�
тавить направленность этих ответов с получен�
ными in vivo. Так, представлены примеры иссле�
дований динамики фосфопротеома в различных
клеточных культурах при стимуляции инсули�
ном [82–86], а также в мышечных клетках сразу
после фармакологических воздействий, имити�
рующих отдельные эффекты сократительной
активности [87, 88]. Помимо этого, в несколь�
ких работах изучались изменения транскрип�
томного профиля сразу после электростимуля�
ции миотуб [51, 89]. Насколько нам известно,
только в работе Hoshino et al. был проведен ана�
лиз динамики изменений транскриптома, мета�
болома и уровня фосфорилирования некоторых
сигнальных молекул в миотубах линии С2С12 во
время и после сократительной активности [90].
В работе проведено сопоставление эффектов
непрерывной стимуляции (в течение 1 ч) с час�
тотой 2 и 20 Гц, которое продемонстрировало,
что многие молекулярные ответы по направлен�
ности совпадают с тем, что должно было проис�
ходить в скелетной мышце после сократитель�
ной активности. Однако прямого сопоставле�
ния с данными in vivo не проводилось.

Протоколы для исследования эффектов хро@
нической сократительной активности. Периоды
повышенной активности скелетной мышцы
in vivo сочетаются с достаточно продолжитель�
ными (несколько часов, сутки) периодами низ�
кой активности или покоя. После однократной
аэробной нагрузки в мышце происходит транзи�
торная активация различных сигнальных каска�
дов [74, 78], изменяется (преимущественно уве�
личивается) экспрессия нескольких сотен генов
[10, 23, 79], происходит транслокация транспор�
теров глюкозы (GLUT4) и жиров (CD36) [2, 14],
активируется убиквитин�протеасомная система
деградации поврежденных белков [91, 92] и уси�
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Рис. 3. Паттерны электростимуляции миотуб и электромио�
графическая (ЭМГ) активность скелетной мышцы при ло�
комоциях. а, б – Электростимуляция с фиксированной
частотой 1 и 50 Гц (наиболее популярные паттерны стиму�
ляции); в – ЭМГ активность наружной головки четырех�
главой мышцы бедра человека при работе на велоэргомет�
ре с частотой вращения педалей 1 Гц; г – паттерн электрос�
тимуляции миотуб, моделирующий сократительную ак�
тивность волокон скелетной мышцы со следующими пара�
метрами: частота импульсов внутри пачки – 20 Гц (типовая
частота разряда медленных мотонейронов), продолжи�
тельность периода стимуляции – 500 мс, частота периодов
сокращения – 1 Гц
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ливается синтез митохондриальных белков
[93–95]. Очевидно, что эти процессы могут за�
висеть от соотношения ATP, ADP и AMP в мы�
шечной клетке и модулироваться наличием/от�
сутствием последующих периодов сократитель�
ной активности. Как упоминалось ранее, для
моделирования эффектов сократительной ак�
тивности используют, как правило, протоколы
длительной и непрерывной (от нескольких ча�
сов до суток) электростимуляции миотуб [48],
которые скорее воспроизводят сократительную
активность сердца, чем скелетной мышцы. С
одной стороны, использование протоколов с
непрерывной стимуляцией укорачивает сум�
марное время воздействия, необходимое для из�
менения фенотипа (увеличения содержания
специфических транспортеров, регуляторных
белков, активности окислительных ферментов и
митохондриальной плотности). С другой сторо�
ны, отсутствие периодов восстановления может
оказывать значительное воздействие на ско�
рость и направленность молекулярных ответов
и изменений фенотипа. Следует отметить, что
эффекты длительной электростимуляции мио�
туб изучены гораздо меньше, чем эффекты крат�
ковременной стимуляции, а работы по оптими�
зации протоколов длительной стимуляции отсут�
ствуют.

Степень дифференцировки миотуб. В разных
исследованиях используют различные протоко�
лы культивирования и дифференцировки кле�
ток. До сих пор нет четких и общепризнанных
критериев, характеризующих степень созрева�
ния миотуб на поздних этапах дифференциров�
ки, что является одной из наиболее острых и не�
решенных проблем при сопоставлении резуль�
татов исследований. Очевидно, что степень соз�
ревания миотуб влияет на функциональные воз�
можности клеток и молекулярные ответы на
экспериментальные воздействия [70]. Миотубы,
полученные из СК человека, демонстрируют
менее выраженный сократительный ответ на
электростимуляцию по сравнению с миотубами
из иммортализованных клеток грызунов [58],
что может быть связано с недостаточной сте�
пенью дифференцировки миотуб, полученных
из биопсии мышц человека.

Иннервация играет важную роль в созрева�
нии мышечных волокон [96], а частота импуль�
сации мотонейрона является ключевым факто�
ром, определяющим тип мышечного волокна
[97]. Волокна классифицируются по экспрессии
тяжелых цепей миозина, специфических для
быстро и медленно сокращающихся волокон. В
некоторых работах было отмечено, что при пер�
вой электростимуляции сократительный ответ у
«дифференцированных» миотуб может отсут�

ствовать; при этом после электростимуляции
уже через несколько часов он появляется или
значительно усиливается [53, 55, 98, 99], причём
наибольший сократительный ответ достигается
при частоте стимуляции 1 Гц [53, 55]. Через нес�
колько часов восстановления после 8�часовой
электростимуляции (1 Гц) происходит увеличе�
ние размеров миотуб и индекса их слияния,
снижается экспрессия миостатина и активиру�
ется комплекс mTORC1 (оба – анаболические
маркеры) [80]. Сходные данные были получены
при длительной стимуляции (∼1 неделя, 1 или
10 Гц) пучка миотуб (искусственной мышцы)
[100, 101]. В совокупности эти данные позволя�
ют рассматривать электростимуляцию как один
из подходов к ускорению созревания клеток, ко�
торый может быть использован на финальных
этапах дифференцировки миоцитов в миотубы
до проведения основного эксперимента (т.е. и в
экспериментальных культурах, и в контроле).

Скорость дифференцировки миобластов за�
висит от множества факторов, таких как состав
среды, условия инкубации, тип используемого
субстрата и т.д. Кроме того, этот показатель
сильно зависит от наличия упорядоченной мик�
роструктуры на субстрате. Для воспроизведения
структуры, характерной для волокон скелетных
мышц, было предложено использовать желати�
новый гидрогель с параллельными бороздками
шириной около 10 мкм [102–105]. Для этого ме�
тодом «мягкой литографии» изготавливается
мастер�форма (рис. 4, а), которую используют
для создания штампов из полидиметилсилокса�
на (ПДМС) [106]. С помощью штампов изготав�
ливают оттиски на 10%�ном желатиновом гид�
рогеле, который затем инкубируют с трансглю�
таминазой для повышения его модуля упругости
до значений, сопоставимых с мышечной тканью
(10–50 кПа) [107, 108]. Дифференцировка мио�
бластов на таком субстрате (рис. 4, в) оказывает
положительное влияние на клеточный цикл,
пролиферацию и выживаемость миобластов,
увеличивает количество формирующихся мио�
туб и их размер. При этом обеспечивается более
плотная и упорядоченная (параллельная) орга�
низация миотуб, что позитивно влияет на их
морфологию, степень созревания саркомерного
аппарата, экспрессию саркомерных белков и их
мРНК [89, 103, 105, 108].

Миобласты, культивируемые на субстратах
без микроструктуры, могут отслаиваться во вре�
мя дифференцировки. Интересно, что исполь�
зование желатинового гидрогеля с микрострук�
турой позволяет снизить этот эффект и поддер�
живать культуру миотуб в течение длительного
периода (до 3 недель) [108]. Эти данные свиде�
тельствуют в пользу того, что использование
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микроструктур может увеличить выживаемость
миотуб в экспериментах с кратковременной и в
особенности с длительной электростимуляцией.
Любопытно отметить, что для увеличения сте�
пени дифференцировки миотуб можно исполь�
зовать не только субстрат с микроструктурой, но
и монослой фибробластов [109].

Сокультивирование с другими клетками. Мы�
шечные клетки секретируют миокины, оказы�
вающие эндокринное действие на различные
ткани. Миотубы могут быть сокультивированы с
клетками других тканей, например, с фибро�
бластами [109], раковыми клетками кишечника
[110, 111], адипоцитами [112–114]. Эти исследо�
вания убедительно продемонстрировали, что та�
кой подход открывает широкие возможности не
только для исследования влияния миокинов, но
также и действия цитокинов, секретируемых
другими клетками, на миотубы. Учитывая выра�
женное распространение ожирения и диабета

II типа, проблема взаиморегуляции метаболиз�
ма мышечных и жировых клеток привлекает
особое внимание. Гипертрофия адипоцитов и
жировой ткани вызывает латентное воспаление
и приводит к усилению секреции провоспали�
тельных адипокинов, негативно влияя на функ�
ционирование различных тканей, в том числе и
скелетных мышц [8, 115, 116]. Поскольку секре�
ция миокинов значительно возрастает после
сократительной активности, то совместное
культивирование адипоцитов с миотубами
представляется перспективной моделью для ис�
следования механизмов межтканевой регуляции
метаболизма.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Электростимуляция миотуб представляется
адекватным методом для моделирования in vitro
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Рис. 4. Пример использования субстрата с микроструктурой для дифференцировки миотуб. а – Микрофотография мас�
тер�формы, используемой для создания штампов из ПДМС: вверху представлен общий вид, внизу показана глубина бо�
роздки; б и в – миотубы человека, дифференцирующиеся на гладком желатиновом субстрате и желатиновом гидрогеле с
микроструктурой соответственно на 0�й, 5�й и 9�й день дифференцировки. При использовании микроструктуры, в отли�
чие от гладкого субстрата, все миотубы располагаются упорядоченно вдоль бороздок (Вепхвадзе, Попов, неопубликован�
ные данные). Масштаб – 60 мкм
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основных процессов, происходящих в скелет�
ной мышце, как при однократном аэробном уп�
ражнении, так и при регулярных аэробных наг�
рузках. Важно отметить, что миотубы, получен�
ные из СК людей с разным уровнем двигатель�
ной активности, разного возраста, а также стра�
дающих ожирением и диабетом II типа, воспро�
изводят наблюдаемые в условиях in vivo разли�
чия в некоторых функциональных и фенотипи�
ческих характеристиках и по�разному отвечают
на электростимуляцию. Данный феномен от�
крывает перспективы для изучения молекуляр�
ных и биохимических процессов, ассоцииро�
ванных с различными нарушениями работы
скелетной мускулатуры, а также эпигенетичес�
ких механизмов, ответственных за сохранение
специфических характеристик в культуре мы�
шечных клеток от разных доноров.

Один из основных текущих недостатков мо�
дели – это неполное соответствие между моле�
кулярными ответами на кратковременную
электростимуляцию миотуб и теми, которые ха�
рактерны для скелетной мышцы после одно�
кратной физической нагрузки. Это может быть
связано с недостаточной степенью дифферен�
цировки миотуб, особенно полученных из пер�
вичных клеток человека. Перспективным под�
ходом для ускорения и стандартизации диффе�
ренцировки может быть использование субстра�
тов с упорядоченной микроструктурой в сочета�
нии с электростимуляцией на финальных этапах
дифференцировки. Ускорение созревания и по�
вышение выживаемости миотуб особенно важ�
но для экспериментов с длительной электрости�
муляцией. Наконец, оптимизация паттернов

электростимуляции миотуб также необходима
для приведения их в соответствие с паттернами
активации мышечных волокон, регистрируемы�
ми in vivo.

Для дальнейшей оптимизации и валидации
модели необходимо сопоставить динамику мо�
лекулярных ответов на сократительную актив�
ность в миотубах и в мышце, в том числе с по�
мощью методов широкого охвата, таких как фос�
фопротеомный, протеомный и транскриптом�
ный анализы. Эффекты длительной электрости�
муляции пока изучены значительно хуже по
сравнению с короткими протоколами; они тре�
буют дополнительной оптимизации. Длинные
протоколы электростимуляции моделируют эф�
фекты регулярных физических нагрузок in vivo,
которые широко применяются для профилакти�
ки метаболических нарушений и поддержания
работоспособности мышц и организма. Нако�
нец, клеточная модель миотуб позволяет решать
задачи, связанные с исследованием механизмов
межтканевой регуляции метаболизма при совмест�
ном культивировании миотуб с клетками других
тканей, в частности с адипоцитами.
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ELECTRICAL STIMULATION OF CULTURED MYOTUBES in vitro
AS A MODEL OF SKELETAL MUSCLE ACTIVITY:
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Skeletal muscle tissue comprises more than a third of the human body mass and makes a critical contribution to the
regulation of metabolism in the organism. Chronic inactivity reduces metabolic activity and functional capabilities of
muscles, leads to metabolic disorders, the development of common diseases, and reduces the quality and duration of
life. Cell models based on progenitor cells isolated from human muscle biopsies and differentiated into mature fibers
in vitro can be used to solve a wide range of experimental tasks. The review discusses the features of the dynamics and
regulation of myogenesis, which are important for the creation of an adequate cell model. The main function of skele�
tal muscle is contraction; therefore, electrical stimulation seems to be important both for the successful completion
of myogenesis and for in vitro modeling of the main processes induced in skeletal muscle by acute and regular physi�
cal exercise. The review analyzes current drawbacks and possibilities of optimizing this cellular model, as well as the
prospects for its development for solving fundamental problems related to the physiology and biochemistry of mus�
cle, and understanding the cellular and molecular mechanisms of metabolic diseases.

Keywords: skeletal muscle, physical exercise, satellite cells, myogenesis, electrical stimulation, metabolism, gene
expression


