
Исследованиям естественных регуляторов, 
способных модулировать процесс заживления 
раны — цитокинам, гликозаминогликанам (ГАГ), 
протеогликанам, посвящено большое количество 
работ [2–5, 16].

Каждая ткань или орган имеют свой харак-
терный набор ГАГ. Ранее считалось, что функции 
ГАГ ограничиваются организацией межклеточно-
го вещества (МКВ) [7].

В последнее время было показано, что ГАГ 
являются не только его структурными компонен-
тами, но и регуляторами многих процессов, про-
исходящих в клетках. Интенсивно изучается роль 
ГАГ, ассоциированных с клеточными мембранами 
[6], а также содержащихся в ядрах клеток и орга-
неллах цитоплазмы [8, 9]. Им придается большое 
значение в межклеточном взаимодействии. ГАГ 
являются одним из факторов регуляции пролифе-
рации и дифференциации клеток, блокирующих 
или запускающих механизмы митоза, участвуют 
в защите рецепторов на клеточной поверхности, 
во взаимодействии между клеткой и МКВ, в 
переносе молекул в клетку [9, 12, 13]. Различают 
несульфатированные ГАГ (гиалуроновая кислота) 
и сульфатированные ГАГ (сГАГ) (гепарин, гепа-
рансульфат, кератансульфат, хондроитинсуль-
фат, дерматансульфат). Доказано, что при сти-
муляции роста клеток в культурах увеличивается 
продукция гиалуроновой кислоты, а при контакт-

ном ингибировании в плотных культурах, напро-
тив, ее содержание снижается и увеличивается 
продукция таких сГАГ, как хондроитинсульфат и 
гепарансульфат [1, 14].

Цель настоящего исследования — изучение 
регуляторного воздействия смеси сГАГ на про-
лиферацию фибробластов in vitro.

М а т е р и а л  и  м е т о д ы  В работе использована ориги-
нальная смесь сГАГ, которая представлена хондроитинсуль-
фатами и кератансульфатом, выделенными из прозрачного 
неизмененного собственного вещества роговицы глаза свиньи 
(ООО НЭП «Микрохирургия глаза»).
При этом учитывалось, что роговица содержит самое 

большое количество короткоцепочечного кератансульфата, 
характеризующегося наличием стабильных щелочных связей 
между D-гликозамином и аспарагином. В составе основного 
вещества собственного вещества роговицы сГАГ прочно свя-
заны с белками и имеют надмолекулярную структуру, позво-
ляющую им после или при освобождении от белка (выделе-
нии в нативном виде) обладать максимальной способностью 
к образованию комплекса с вновь образуемыми белковыми 
макромолекулами в местах их синтеза [1].
В эксперименте исследована динамика изменения числа 

фибробластов мыши линии L929 в присутствии различных 
концентраций сГАГ от 0,1 до 5%.
Работа выполнена на базе ФНЦ трансплантологии и искус-

ственных органов им. акад. В. И. Шумакова в центре по 
исследованию биоматериалов для искусственных органов 
(зав. испытательной лабораторией биологической безопас-
ности медицинских изделий — д-р биол. наук Н. В. Перова, 
при участии канд. биол. наук В. А. Егоровой).
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Исследовано влияние оригинальной субстанции сульфатированных гликозаминогликанов (сГАГ) (кератансульфата с хон-
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Первый этап исследования был направлен на определение 
функционального эффекта различной концентрации раство-
ров оригинальной субстанции смеси сГАГ.
Далее определяли свойства смеси сГАГ в гелевой форме. 

В качестве основы для образцов применяли 2% гидроксипро-
пилметилцеллюлозу — нейтральный гель, не обладающий 
цитотоксическими свойствами, полностью резорбирующий-
ся в биологических тканях в течение 24–72 ч в используемых 
нами объемах. Клетки высевали в культуральные плоско-
донные 96-луночные планшеты из расчета 1000 кл./см2 и 
нкубировали 24 ч во влажной атмосфере, содержащей 5±1% 
СО2, давая возможность клеткам прикрепиться и распла-
статься. Такие клетки оценивали с помощью бинокулярного 
инвертированного микроскопа Биолам П-I (ЛОМО, Россия) 
при увеличении 100.
Через 24 ч культуральную среду в лунках заменяли на 

свежую и непосредственно на поверхность клеток добавляли 
исследуемый раствор или гель в изучаемой концентрации. На 
каждый образец — 4 лунки.
Планшеты продолжали инкубировать во влажной атмос-

фере, содержащей 5±1% СО2, определяя плотность располо-
жения клеток через 24, 72, 96 и 144 ч.
Контролем служили лунки с клетками без добавления 

какого-либо образца.
Динамику роста культуры фибробластов мыши линии 

L929 оценивали с использованием автоматического цифро-
вого иммерсионного конфокального микроскопа ConfoScan3 
(Nidek Technologies, Япония) через указанные выше про-

межутки времени культивирования. Культуральную среду 
удаляли из лунок и промывали фосфатным буфером, затем 
клетки в лунках фиксировали 4% раствором параформальде-
гида в течение 24 ч.
Клетки окрашивали витальным красителем кристалли-

ческим фиолетовым (0,2% раствор в 2% этиловом спир-
те), высушивали при комнатной температуре. Планшеты с 
зафиксированными окрашенными клетками закрепляли на 
держателе перед объективом микроскопа. В каждой лунке 
выбирали поле размером 0,0350 мм2 и подсчитывали количе-
ство фибробластов с помощью программы NAVIS Cell Count 
для ConfoScan3 (Nidek Technologies, Япония).

Р е з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я .  Обнару-
жено, что во всех образцах прямой цитоток-
сический эффект отсутствует при разведении 
представ ленных растворов и гелей в 2, 4, 8, 10, 
20 раз (время инкубации 24 ч).

Далее проводили определение функционально-
го эффекта различных концентраций сГАГ в рас-
творе. Через 144 ч в лунках, содержащих образцы 
с концентрацией активного вещества (КАВ) 0,1% 
и 0,5%, а также в контроле образовался монослой, 
поэтому эксперимент был прекращен. Через 144 ч 
в лунках, содержащих растворы с КАВ 1, 2, 3, 5%, 
плотность расположения клеток последовательно 

Концентрация активного 
вещества

Время инкубации

24 ч 72 ч 144 ч

Контроль (полистирол)

0,5%

1%

5%

Рис. 1.  Динамика изменений количества фибробластов мыши линии L929, культивированных в присутствии исследуемых 
образцов растворов сульфатированных гликозаминогликанов и контроля — культурального полистирола.

Конфокальная микроскопия. Окраска кристаллическим фиолетовым. Ув. 400.
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уменьшалась (табл. 1). Наилучший рост коли-
чества фибробластов наблюдали в присутствии 
образцов с КАВ 0,1% и 0,5%. При этом количе-
ство клеток в образце с концентрацией 0,5% пре-
восходило количество клеток в контроле.

Начиная с образца с концентрацией 1%, 
наблюдалось подавление роста клеток. Медленнее 
всего фибробласты росли в присутствии образцов 
с КАВ 3% и 5% (рис. 1). К 6-м суткам инкубации 
в лунках, содержащих образцы с высокими КАВ, 
появились включения фрагментов разрушенных 
клеток, клетки уменьшались в размерах (рис. 2), 
сглаживались контуры ядер.

Эксперимент был повторен с применением 
гелевой формы сГАГ. Контролем служили лунки 
с клетками без добавления какого-либо образца и 
дополнительно с добавлением индифферентного 
геля (0% сГАГ). Через 24 ч после добавления в 
культуру фибробластов образцов сГАГ наблюда-
лась повышенная плотность расположения клеток 
в контроле и в присутствии образцов, содер-
жащих низкие КАВ (0,1% и 0,5%). Через 96 ч 
существенных визуальных различий в плотности 
расположения клеток в присутствии всех образ-
цов, кроме максимальной (5%), не наблюдалось 
(рис. 3), поэтому эксперимент был прекращен. В 
присутствии образца с максимальной концентра-

цией сГАГ (5%) плотность расположения фибро-
бластов была наименьшей (см. рис. 3, табл. 2).

Наилучший рост фибробластов через 24 ч 
наблюдался в присутствии образцов сГАГ с малой 
КАВ (0,1, 0,5%) и 0% гель-контролем, несмотря 
на то, что через 72 ч количество клеток в при-
сутствии образцов 0% гель-контроль и 0,1% было 
значительно меньше по сравнению с контролем 
(полистирол) и образцом с КАВ 0,5%. Через 96 ч 
плотность расположения клеток в этих образцах 
стала одинаковой. В лунках с концентрацией 
сГАГ 1% наблюдали постепенное плавное пода-
вление пролиферации фибробластов. Начиная с 
образца с КАВ 2%, подавление роста клеток 
было лучше заметно в поздние сроки. Медленнее 
всего фибробласты росли в присутствии образцов 
с КАВ 5%, при этом часть клеток были дефор-
мированы и отличались по форме и размерам от 
таковых в контроле.

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х . 
В настоящее время выделяют два пути регуля-
ции клеточной пролиферации с участием ГАГ. 
Непрямой путь — посредством связи с факторами 
роста или другими регулирующими рост систе-
мами [6, 14]. ГАГ могут также контролировать 
пролиферацию клеток путем прямого воздействия 

Таблиц а  1

Зависимость плотности расположения фибробластов мыши линии L929 от времени инкубации 
с исследуемыми образцами растворов сульфатированных гликозаминогликанов (x–±sx–, кл./мм2)

Время 
инкубации, ч

Полистирол 
(контроль)

Концентрация активного компонента в растворе, %

0,1 0,5 1 2 3 5

24 128±17 123±16 185±20 135±14 104±17 116±5 97±10

72 304±17 204±25 275±16 247±16 190±16 202±4 183±21

144 1228±22 1099±25 1401±26 1000±22 870±18 664±21 619±22

Рис. 2.  Различия формы и размеров фибробластов мыши линии L929 в контроле (а) и при культивировании в присутствии 
3% раствора сульфатированных гликозаминогликанов (б).

Время инкубации 72 ч. Конфокальная микроскопия. Окраска кристаллическим фиолетовым. Ув. 400.

а б
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или посредством продуктов их распада на рецеп-
торные структуры, связанные с клеточной сиг-
нальной системой. При повреждении тканей ГАГ 
отделяются от своей белковой основы, и образу-
ются олигосахариды. Такой биоактивный мате-
риал может быть частью саморегулирующейся 
системы: связываясь с рецепторами на поверх-

ности клетки либо транспортируясь в ядро и там 
оказывая регулирующие влияние на рост [1, 8].

Результаты нашего исследования показали, 
что экзогенно вводимые сГАГ оригинальной 
смеси могут встраиваться в процесс регуляции 
клеточного роста: низкие концентрации сГАГ 
0,1% и 0,5% способны стимулировать пролифе-

Концентрация активного 
вещества

Время инкубации

24 ч 72 ч 96 ч

Контроль (полистирол)

0%

0,5%

1%

5%

Рис. 3.  Динамика изменений количества фибробластов мыши линии L929, культивированных в присутствии гелевой формы 
сульфатированных гликозаминогликанов и контроля — культурального полистирола. 

Конфокальная микроскопия. Окраска кристаллическим фиолетовым. Ув. 400.

Таблиц а  2

Зависимость плотности расположения фибробластов мыши линии L929 от времени инкубации 
с исследуемыми образцами гелей сульфатированных гликозаминогликанов (x–±sx–, кл./мм2)

Время 
инкубации, ч

Полистирол 
(контроль)

Концентрация активного компонента в геле, %

0 0,1 0,5 1 2 3 5

24 300±16 183±15 220±26 250±17 143±18 170±18 202±8 130±10

72 760±15 470±9 500±20 705±16 402±15 515±21 513±13 400±13

96 880±22 784±16 790±18 810±10 607±16 599±15 602±19 470±14
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рацию фибробластов, а при применении высоких 
концентраций сГАГ (1–5%) наблюдается обратная 
зависимость — плотность расположения клеток 
уменьшается с возрастанием концентрации сГАГ, 
что свидетельствует о торможении этого про-
цесса. Следовательно, изучаемая смесь сГАГ дает 
бимодальный эффект. Это согласуется с данны-
ми ряда ранних работ, в которых были изучены 
преимущественно хондроитинсульфаты.

В эксперименте C. Westergren-Thorsson и 
соавт. [15] показано как стимулирующее, так и 
ингибирующее влияние экзогенно введенных ГАГ 
на рост клеток фибросаркомы in vitro в различ-
ных условиях (добавление факторов роста, плаз-
менных митогенов).

Такой же результат был получен в рабо-
те А. Syrokou и соавт. [10]. При исследовании 
in vitro ими было обнаружено ингибирующее 
действие ГАГ на пролиферацию клеток злока-
чественной мезотелиомы и выявлено, что хон-
дроитинсульфат и дерматансульфат оказывают 
сильное стимулирующее дозозависимое действие 
на фибробластоподобные клетки. Нами впервые 
доказан бимодальный эффект смеси хондроитин-
сульфатов с кератансульфатом.

При изменении формы исследуемых образцов 
сГАГ с раствора на гель их действие сохраняется. 
Применением гелевой формы достигается необ-
ходимая КАВ в малом объеме, такая форма спо-
собствует пролонгации действия активного веще-
ства. Одним из доказательств сказанного служит 
то, что в растворе с КАВ 0,1, 0,5% и в контроле 
образовался монослой фибробластов через 144 ч, 
а в гелевой форме с аналогичными концентрация-
ми — через 96 ч.

Высокие КАВ (2–5%) в образцах вызыва-
ли более выраженный антипролиферативный 
эффект, чем в лунках с 1% образцом сГАГ. Только 
сравнение результатов на завершающей стадии 
эксперимента позволило подтвердить постепенное 
подавление пролиферации фибробластов при 1% 
концентрации сГАГ.

Для сГАГ с КАВ от 0,1 до 2,0% цитотоксич-
ности за время исследования не выявлено.

При применении высоких концентраций сГАГ 
(3–5%) как в растворе, так и в гелевой форме, к 
6-м суткам проявляется цитотоксический эффект, 
возможно, связанный с длительным пребыванием 
высокой концентрации сГАГ в образце и скрытой, 
хотя и слабой цитотоксичностью с постепенным 
нарастанием к явной.

Таким образом, используя оригинальную 
смесь сГАГ с учетом ее бимодальных свойств, 
можно улучшать репарацию при заживлении ран, 
применяя низкие концентрации, и предотвращать 
грубое рубцевание при помощи высоких ее кон-

центраций, что было нами отмечено при проведе-
нии серий экспериментов in vivo [11].
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Детальное строение легочных ацинусов 
с определением архитектоники и параметров 
их микроструктур было изучено в основном у 
животных – мышей, крыс, кроликов [12, 13, 16]. 
Современные морфологические представления 
о строении легочного ацинуса у человека, как 
системы ветвящихся ходов и соединённых с ними 
альвеол, базируются исключительно на исследо-
вании лёгких у людей из Центральной Европы и 
Северной Америки [3, 4, 6, 8, 14, 15]. При этом 
авторы не единодушны в выборе критериев раз-
деления ацинарных структур на респираторные 

бронхиолы, альвеолярные ходы (АХ) и альвеоляр-
ные мешочки (АМ).

После работ Э. Вейбеля [1, 17, 18], который 
исследовал легочный ацинус у человека и посту-
лировал дихотомическую схему ветвления микро-
структур, других исследований такого объема 
фактически не было. Полностью отсутствуют 
сведения о структурных особенностях, архитек-
тонике, объемах ацинарных структур у жителей 
разных климато-географических регионов.

Цель настоящей работы — изучение особен-
ностей строения лёгочного ацинуса у жителей 
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ОСОБЕННОСТИ СТРОЕНИЯ ЛЕГОЧНОГО АЦИНУСА У ЖИТЕЛЕЙ ЗАПАДНОЙ 
СИБИРИ

Лаборатория физиологии дыхания (зав. — д-р мед. наук О. В. Гришин), ФГБУ «НИИ физиологии» СО РАМН, 
г. Новосибирск

Архитектоника и параметры ацинуса легких изучены у 6 мужчин в возрасте 19–27 лет, постоянно проживавших в 
г. Новосибирске. Исследование проводили на серийных гистологических срезах с использованием морфометрии и объем-
ной графической реконструкции ацинусов. Установлено, что в типичном ацинусе у них определяются 3 порядка ветвления 
респираторных бронхиол, 4 — альвеолярных ходов и 1 — альвеолярных мешочков (АМ). Все внутриацинарные ходы ветвят-
ся в форме дихотомии, чаще неправильной. Показано, что ацинусы закономерно асимметричны, 32% ветвей альвеолярных 
ходов второго порядка не имеют продолжения и заканчиваются АМ, от 2/3 альвеолярных ходов третьего порядка также 
отходят АМ, т.е. около 40% ветвей рудиментированы. Внутриацинарная дорожка от первых альвеол в респираторной 
бронхиоле до терминальных альвеол составляет 7,2±1,0 мм. Особенностью ацинуса жителей Западной Сибири является 
увеличение транзиторной зоны и смещение респираторной зоны на один порядок ветвления в дистальном направлении от 
воздухоносных путей, что уменьшает её охлаждение при дыхании холодным воздухом в зимнее время года.

Ключевые слова: ацинус легких человека, микроструктуры ацинуса, транзиторная и респираторная зоны

FUNCTIONAL SIGNIFICANCE 
OF SULFATED GLYCOSAMINOGLYCAN 
COMPLEX FOR THE CONTROL 
OF FIBROBLAST PROLIFERATION IN VITRO

Kh.P. Takhchidi, S. V. Novikov, A. V. Shatzkikh, 
Ye. Kh. Takhchidi and K. S. Gorbunova

The effect of an original sulfated glycosaminoglycan (sGAG) 
mixture (keratan sulfate with chondroitin sulfate) was examined 
in the in vitro experiment with the cell culture of murine fibro-
blasts (cell line L929).Two forms (solution and gel) of the active 
substance were tested in different concentrations (0.1–5.0%). 
The growth dynamics of fibroblasts in culture was traced for 

the periods up to 144 h using the automated digital immersion 
confocal microscope. The study of the original sGAG mixture 
demonstrated the bimodal effect: low concentrations (0.1–0.5%) 
stimulated the proliferation of fibroblasts, while high concentra-
tions (1–5%) possessed an antiproliferative effect. Changes of the 
form (solution or gel) had no effect on the functional properties 
of the mixture. High sGAG concentrations (3–5.0%), along with 
the antiproliferative effect, had a hidden weak cytotoxic action 
(a delayed effect).

Key words: glycosaminoglycans (GAG), corneal keratan sul-
fate, chondroitin sulfate, fibroblasts

Laboratory of Eye Pathological Anatomy and Histology, 
S. N. Fyodorov «Eye Microsurgery» Intersectoral Scientific-
Technological Complex, Moscow

Сведения об авторах:
Шишкин Геннадий Сергеевич, Устюжанинова Нина Витальевна (e-mail: nvu@physiol.ru),
лаборатория физиологии дыхания, ФГБУ «НИИ физиологии» СО РАМН, 630117 Новосибирск, ул. Академика Тимакова, 4


