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РЕЗюМЕ

Обоснование. Одним из факторов патогенеза атеросклероза и других 
ассоциированных с ним сердечно-сосудистых заболеваний является индуци-
рованное старение эндотелия. В связи с этим актуальной задачей молеку-
лярной биологии и медицины является поиск молекул, влияющих на процесс 
старения эндотелиоцитов сосудов.
Цель работы. Оценить экспрессию Sirt-1,3,6 и хемокинов IL-4, CXCL11 
при репликативном и индуцированном старении эндотелиоцитов человека.
Методы. Исследование проведено на первичной культуре изолированных 
эндотелиальных клеток пупочной вены человека (HUVEC, human umbilical 
vein endothelial cells). HUVEC культивировали в условиях репликативного 
(естественного) и индуцированного липополисахаридом старения. Синтез 
Sirt-1,3,6, IL-4, CXCL11 оценивали методом вестерн-блот анализа.
Результаты. Выявлено снижение синтеза Sirt-1,3,6 в 1,6–1,8 раза (р < 0,05) 
в  условиях репликативного старения HUVEC. Индуцированное старение 
эндотелиоцитов характеризуется более выраженным уменьшением синте-
за Sirt-1,3,6 – в 1,7–3,4 раза (р < 0,05). При репликативном и индуцированном 
старении HUVEC синтез CXCL11 возрастает соответственно в 1,4 и 3,4 раза 
(р  <  0,05). При индуцированном старении HUVEC синтез IL-4 повышается 
в 4,7 раза (р < 0,05), а при репликативном старении эндотелиоцитов этот 
показатель не изменяется.
Заключение. Полученные данные свидетельствуют о том, что сиртуины 
и хемокины играют важную роль в развитии эндотелиальной дисфункции, 
наблюдаемой при естественном и индуцированном старении. 
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AbSTrACT

Background. One of the factors of the pathogenesis of atherosclerosis and other 
cardiovascular diseases is induced endothelial senescence. In this regard, the ur-
gent task of molecular biology and medicine is the search for molecules that affect 
the process of vascular endotheliocytes senescence. 
The aim. To assess the expression of Sirt-1,3,6 and chemokines IL-4, CXCL11 in the rep-
licative and induced senescence of human endotheliocytes. 
Materials and methods. The study was conducted on the primary culture of isolated 
human umbilical vein endothelial cells (HUVECs). HUVECs were cultured under condi-
tions of replicative (natural) and lipopolysaccharide induced senescence. 
Results. The synthesis of Sirt-1,3,6, IL-4 and CXCL11 was evaluated using west-
ern blot analysis. We revealed a decrease in Sirt-1,3,6 synthesis by 1.6–1.8  times 
(р < 0.05) in the conditions of HUVEC replicative senescence. Induced senescence 
of endotheliocytes is characterized by a more pronounced decrease (1.7–3.4 times; 
р < 0.05) in the Sirt-1,3,6 synthesis. CXCL11 synthesis increases by 1.4 times (р < 0.05) 
in replicative and by 3.4 times (р < 0.05) in induced HUVEC senescence. IL-4 synthesis 
increases by 4.7 times in conditions of induced HUVEC senescence and doesn’t have 
changes in replicative senescence of endotheliocytes. 
Conclusion. These data obtained indicate that sirtuins and chemokines play an im-
portant role in the development of endothelial dysfunction observed in natural 
and induced senescence.
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оБоСНовАНИе

Старение является фактором риска, нарушающим 
сердечно-сосудистый гомеостаз. Выделяют два типа 
клеточного старения: репликативное и преждевре-
менное, вызванное стрессом. Возрастная эволюция 
эндотелия и гладкомышечных клеток сосудов может 
служить одним из пусковых факторов развития сер-
дечно-сосудистых заболеваний [1–3]. Сенесцентные 
эндотелиоциты и моициты отличаются по морфоло-
гии и паттерну экспрессии генов от клеток молодого 
организма. Этот процесс характеризуется дисфункци-
ональным фенотипом клеток сосудов, который приво-
дит к развитию воспалительных реакций атероскле-
ротическому поражению сосудов, нарушению тонуса 
сосудов, васкулогенеза и  эндотелиальной дисфунк-
ции. Всё это также может являться причиной сердеч-
но-сосудистых заболеваний [4].

Наиболее распространёнными в мире причи-
нами летальности являются атеросклероз и  другие 
сердечно-сосудистые заболевания, развивающие-
ся на его фоне: инфаркт миокарда, инсульт, ишеми-
ческая болезнь сердца. Основными факторами ри-
ска патогенеза атеросклеротического поражения 
сосудов считают гипертоническую болезнь, сахар-
ный диабет, нарушение обмена холестерина и липо-
протеидов. В настоящее время в качестве ещё одно-
го фактора риска развития атеросклероза стали вы-
делять старение [5, 6]. В связи с этим атеросклероз 
можно рассматривать как патологию, характеризу-
ющуюся молекулярно-клеточным старением орга-
низма. В связи с этим актуальным вопросом молеку-
лярной биологии и медицины является оценка роли 
сигнальных молекул в старении эндотелия в норме 
и при патологии.

Известно, что вазопротекторными белками, пре-
дотвращающими старение эндотелиоцитов, являются 
сиртуины-1,3,6 (Sirt-1,3,6) [7–16]. Sirt-1 является одним 
из факторов, участвующих в поддержании гомеоста-
за и геропротекции клеток сердечно-сосудистой си-
стемы [7], ингибирует NF-κB и подавляет экспрессию 
провоспалительных молекул (интерлейкин (IL)  1β, 
TNF-α), предотвращая образование атеросклероти-
ческих бляшек [8, 9]. Sirt-3 защищает эндотелиаль-
ные клетки от окислительного стресса, приводяще-
го к их ускоренному старению [12]. Снижение синте-
за Sirt-3 активирует патологическую пролиферацию 
и дисфункцию митохондрий гладкомышечных кле-
ток сосудов. Этот механизм лежит в основе ремоде-
лирования сосудов при гипертензии [13]. Недоста-
ток экспрессии Sirt-3 может приводить к возникно-
вению метаболического синдрома, который являет-
ся фактором риска возникновения сердечно-сосу-
дистых заболеваний [15]. Уменьшение синтеза Sirt-6 
в эндотелиоцитах приводит к их ускоренному старе-
нию [16]. Sirt-6 предотвращает образование неста-
бильных атеросклеротических бляшек у пациентов 
с сахарным диабетом [15] и обладает антиатероген-
ными свойствами [11].

Хемокины CXCL11 и IL-4 участвуют в патогенезе 
атеросклероза и другой ассоциированной с возрас-
том сердечно-сосудистой патологии [17–22]. Извест-
но, что IL-4 присутствует в  высоких концентрациях 
в крови и тканях пациентов с хроническими воспа-
лительными заболеваниями, включая атеросклероз. 
IL-4 повышает экспрессию IL-6 в эндотелии сосудов 
посредством NOX-опосредованной генерации актив-
ных форм кислорода [20]. Экспрессия IL-4 повышает-
ся в крови при инфаркте миокарда, остром коронар-
ном синдроме и нестабильной стенокардии [17, 19]. 
Таким образом, в литературе имеются данные о том, 
что хемокины и сиртуины играют важную роль в па-
тогенезе сердечно-сосудистых заболеваний, ассоци-
ированных с возрастом. Однако участие этих сигналь-
ных молекул в ускоренном и естественном старении 
эндотелиоцитов до сих пор не изучено.

Цель РАБоТы

Оценить экспрессию Sirt-1,3,6 и хемокинов IL-4, 
CXCL11 при репликативном и индуцированном старе-
нии эндотелиоцитов человека.

мАТеРИАлы И меТоды ИССледовАНИя

В качестве объекта исследования использова-
на первичная культура первичных эндотелиоцитов 
пупочной вены человека (HUVEC, human umbilical 
vein endothelial cells). Клетки выращивали в СО2-
инкубаторе (Binder, Германия) при температуре 37 °С 
в среде, содержащей DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium), 10 % фетальной бычьей сыворотки, 1 % сме-
си пенициллина и стрептомицина. Питательную среду 
заменяли каждые 2 суток. Когда клетки составляли 85–
90 % монослоя, их пассировали в отношении 1:3. Жиз-
неспособность клеток оценивали с использованием 
MTS-теста. Репликативное старение клеток проводи-
ли с помощью их пассирования до 18-го пассажа. Пас-
саж, соответствующий «старым» культурам, был опре-
делён экспериментально по снижению жизнеспособ-
ности клеток в соответствии с ранее описанной мето-
дикой [23], что согласуется с данными исследования 
[24]. Контролем служили «молодые» клетки 3-го пас-
сажа. Индуцированной моделью клеточного старения 
явилось применение липополисахарида. Липополиса-
харид повышает активность каспазы-1 в HUVEC и эн-
дотелиальных клетках почечных клубочков [25, 26]. 
На 3-м пассаже клетки в концентрации 6 × 106 на одну 
лунку 6-луночного планшета выращивали в течение 
12 ч. Затем в течение 6 суток проводили инкубацию 
с липополисахаридом в концентрации 0,5 мкг/мл [27]. 
Контрольные культуры клеток выращивали в тех же 
условиях без добавления липополисахарида.

Для проведения вестерн-блот анализа белок изо-
лировали из клеток HUVEC с  использованием RIPA-
буфера. Белки экстрагировали из клеток HUVEC с помо-
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щью набора Extraction Kit (BestBio BB-3102, Китай). Кон-
центрацию исследуемых белков измеряли с помощью 
BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, США). 
Белок выделяли методом электрофореза в полиакри-
ламидном геле с додецилсульфатом натрия и перено-
сили на  PVDF-мембраны. Неспецифическое связыва-
ние белка на PVDF-мембранах блокировали в 5%-м рас-
творе обезжиренного молока в растворе Tris-буфера 
при комнатной температуре в течение 2 часов. Затем 
проводили инкубацию с первичными антителами при 
4 °C: anti-CXCL11, anti-IL4, anti-Sirt1, anti-Sirt3, anti-Sirt6 
(Abcam, США) и anti-β-actin (Abcam, США). Все первич-
ные антитела разводили в соотношении 1:1000. По-
сле этого PVDF-мембраны промывали TBST-буфером 
(Tris Buffered Saline with Tween-20: 10  mM Трис-HCl, 
150 mM NaCl, 0,1% Tween-20, pH = 7,5) 3 раза по 5 ми-
нут и проводили инкубацию со вторичными антитела-
ми (1:8000, Abcam, США) при комнатной температуре 
в течение 2 часов. Сигналы белков на полосах визуа-
лизировали с помощью хемилюминесценции (Thermo 
Fisher Scientific, США). Уровни экспрессии белков опре-
деляли количественно методом денситометрии с ис-
пользованием программного обеспечения ImageJ 64 
(National Institutes of Health, США) по отношению к экс-
прессии β-актина. Все данные анализировали с помо-
щью программного обеспечения SPSS 21.0 (IBM Corp., 
США). Оценивали среднее значение и стандартную 
ошибку. Статистическую значимость различий между 
группами оценивали с помощью критерия Стьюдента 
или с применением одностороннего дисперсионно-
го анализа ANOVA. Статистически значимыми счита-
ли различия при р < 0,05.

РеЗУльТАТы ИССледовАНИя

В норме в культуре HUVEC экспрессия Sirt-1 
составляет 1,59  ±  0,16  у.  е., Sirt-3 – 1,59  ±  0,16  у.  е.,  
Sirt-6 – 1,40 ± 0,17 у. е., CXCL11 – 0,72 ± 0,09 у. е., IL-4 – 
0,60 ± 0,09 у. е. При репликативном старении происхо-
дит снижение экспрессии сиртуинов Sirt-1,3,6 в 1,8, 1,6 
и 1,7 раза соответственно (p < 0,05) по сравнению с кон-
тролем. Также при репликативном старении эндотели-
оцитов наблюдается увеличение экспрессии хемокина 
CXCL11 в 1,4 раза (p < 0,05). Экспрессия IL-4 в эндотелии 
сосудов при репликативном старении статистически зна-
чимо не изменяется (рис. 1).

При изучении экспрессии сиртуинов и хемокинов 
в модели индуцированного старения эндотелиоцитов 
были получены следующие данные. В норме в культу-
ре HUVEC экспрессия Sirt-1 составила 1,45 ± 0,14 у. е., 
Sirt-3 – 1,40 ± 0,12 у. е., Sirt-6 – 1,51 ± 0,13 у. е., CXCL11 – 
0,70 ± 0,07 у. е., IL-4 – 0,66 ± 0,08 у. е. При индуцирован-
ном старении происходит снижение экспрессии Sirt-1 
в 3,4 раза, Sirt-3 – в 2,5 раза, Sirt-6 – в 1,7 раза по сравне-
нию с контролем (p < 0,05). Кроме того, в модели индуци-
рованного старения эндотелиоцитов наблюдается уве-
личение экспрессии хемокина CXCL11 в 3,4 раза и IL-4 – 
в 4,7 раза (p < 0,05; рис. 2).
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РИС. 1.  
Уровень экспрессии сиртуинов и хемокинов в культуре HUVEC 
в норме и при репликативном старении: * – р < 0,05 по срав-
нению с контролем
FIG. 1.  
The level of sirtuins and chemokines expression in HUVEC culture 
in normal conditions and in replicative senescence: * – p < 0.05 
compared to the control
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РИС. 2.  
Уровень экспрессии сиртуинов и хемокинов культуре HUVEC 
в норме и при индуцированном старении: ** – р < 0,05 по срав-
нению с контролем
FIG. 2.  
The level of sirtuins and chemokines expression in HUVEC culture 
in normal conditions and in induced senescence: ** – p < 0.05 com-
pared to the control

Экспрессия Sirt-1 при репликативном старе-
нии в 2,1 раза, а Sirt-3 – в 1,9 раза больше (p < 0,05), 
чем при индуцированном старении. Экспрессия Sirt-
6 статистически значимо не отличается при обоих ти-
пах старения. Экспрессия хемокинов была, наоборот, 
больше при индуцированном старении, чем при ре-
пликативном: CXCL11 – в 2,3  раза, IL-4 – в 4  раза 
(p < 0,05; рис. 3).
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РИС. 3.  
Сравнение уровня экспрессии сиртуинов и хемокинов в куль-
туре HUVEC при репликативном и индуцированном старе-
нии: # – р < 0,05 по сравнению с репликативным старением
FIG. 3.  
Comparison of the level of sirtuins and chemokines expression 
in HUVEC culture in replicative and induced senescence: # – p < 0.05 
compared to replicative senescence

оБСУждеНИе

Сиртуины являются группой гистоновых деацети-
лаз, замедляющих клеточное старение и увеличивающих 
продолжительность жизни организма. Sirt-1 и Sirt-6 ре-
гулируют экспрессию обратной транскриптазы, поддер-
живающей длину теломер [28], деацетилируют гистоно-
вые белки, что необходимо для поддержания целостно-
сти теломер и репарации ДНК [29–31]. В нашем исследо-
вании установлено, что при репликативном (естествен-
ном) старении происходит снижение синтеза Sirt-1,3,6 
в эндотелиоцитах человека. Этот результат согласуется 
с данными других исследователей. Ранее было показа-
но, что синтез Sirt-1 и Sirt-6 снижается в эмбриональных 
фибробластах мыши при старении in vitro [32–34]. Ещё 
более выраженное уменьшение синтеза Sirt-1,3,6 было 
выявлено нами в модели ускоренного старения эндо-
телиоцитов. При индуцированном липополисахаридом 
старении эндотелиоцитов синтез Sirt-1,3,6 снижается 
в большей степени, чем при репликативном старении. 
Сходные данные по снижению синтеза сиртуинов были 
получены на эпителии лёгких, эндотелии и макрофагах 
человека при старении, вызванном действием проокси-
дантов [32–34]. В других исследованиях также отмечено, 
что уменьшение продукции Sirt-1 и Sirt-6 способствует 
преждевременному старению эндотелиальных клеток 
[35, 36]. Сверхэкспрессия Sirt-1 и Sirt-6 замедляет старе-
ние эндотелиальных клеток коронарной артерии чело-
века, обработанных ангиотензином II, первичных эндо-
телиальных клеток аорты свиньи и клеток лёгких, под-
вергшихся стрессу [36, 37]. Sirt-1 подавляет индуцирован-
ное онкогенами или стрессом клеточное старение [38]; 
снижение его экспрессии приводит к развитию феноти-
па старения эндотелиальных клеток-предшественников 

[39, 40]. Таким образом, снижение синтеза Sirt-1,3,6 ха-
рактерно для нормального (репликативного) старения 
эндотелиоцитов человека. При этом ускоренное старе-
ние эндотелиоцитов характеризуется более выражен-
ным уменьшением синтеза указанных сиртуинов.

Хемокины CXCL11 и IL-4 являются маркерами вос-
палительной реакции и различной сердечно-сосуди-
стой патологии, ассоциированной со старением [18, 
20–22]. Нами показано, что при репликативном и ин-
дуцированном воспалительной реакцией старении 
эндотелиоцитов человека синтез CXCL11 возраста-
ет. Это  подтверждает ранее описанную взаимосвязь 
данного хемокина и сердечно-сосудистой патоло-
гии [21]. Известно, что CXCL11 экспрессируется в ате-
росклеротической бляшке на всех стадиях её форми-
рования. Этот хемокин участвует в адгезии активиро-
ванных Т-клеток на эндотелии [18, 22]. Таким образом, 
полученные данные указывают на взаимосвязь меж-
ду старением эндотелия и эндотелиальной дисфунк-
цией. Повышение количества IL-4 выявлено в модели 
ускоренного старения эндотелиоцитов, индуцирован-
ного липополисахаридом. Поскольку IL-4 присутству-
ет в высоких концентрациях в крови и тканях пациен-
тов с хроническими воспалительными заболеваниями, 
включая атеросклероз [17, 19, 20], можно заключить, 
что он играет важную роль в старении эндотелия, ас-
социированного с воспалением.

ЗАклюЧеНИе

Для репликативного (естественного) и ускоренно-
го старения эндотелиоцитов человека характерно сни-
жение синтеза сиртуинов-1,3,6. Ускоренное старение 
эндотелиоцитов характеризуется более выраженным 
уменьшением синтеза указанных сиртуинов по  срав-
нению с репликативным старением этого типа клеток. 
Этот факт может являться одним из патогенетических 
звеньев развития ассоциированной с возрастом сердеч-
но-сосудистой патологии. При старении эндотелиоци-
тов, индуцированном воспалительной реакцией, наблю-
дается повышение синтеза хемокина CXCL11 и цитокина 
IL-4, что может лежать в основе развития атеросклеро-
за, и другой, являющейся его следствием, сердечно-со-
судистой патологии. Таким образом, сиртуины и хемо-
кины играют важную роль в развитии эндотелиальной 
дисфункции, наблюдаемой при естественном и индуци-
рованном старении.
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