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Секреторный фенотип, ассоциированный со ста-
рением (SASP), — гетерогенный фенотип клеток, 
секретирующих провоспалительные цитокины, 
факторы роста, апоптоза и протеазы. SASP являет-
ся одним из трех основных признаков стареющих 
клеток. Нарушение регуляции синтеза молекул, 
формирующих SASP, приводит к развитию ассоци-
ированных с возрастом заболеваний, в том числе 
сердечно-сосудистой патологии. Цель исследо-
вания — охарактеризовать SASP эндотелиоцитов 
человека при репликативном и индуцированном 
старении. Для моделирования репликативного 
и вызванного воспалением старения использова-
ли линию изолированных эндотелиальных клеток 
пупочной вены человека HUVEC. Установлено, что 
молекулами, формирующими SASP при реплика-
тивном и индуцированном воспалением старении 
HUVEC, являются факторы апоптоза (p16, p21, p53), 
адгезии (Е-селектин, VCAM-1) и цитокины (IL-1β, 
IL- 6). При репликативном старении эндотелиоци-
тов в большей степени повышается синтез моле-
кул апоптоза. Для индуцированного воспалением 
старения HUVEC характерно многократное увели-
чение синтеза молекул адгезии и провоспалитель-
ных цитокинов.
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жинг, апоптоз, клеточная адгезия, цитокины

Формирование секреторного фенотипа, ассо-
циированного со старением (SASP), вовлечено как 
в естественные процессы старения на уровне кле-
ток и организма, так и в развитие возраст-ассо-
циированных патологий. SASP характеризуется 
продукцией цитокинов, хемокинов, ростовых фак-
торов и протеаз. Множество молекулярных фак-
торов, формирующих SASP, проявляют амбива-
лентную биологическую активность в зависимости 
от физиологического контекста. Молекулы SASP 

стимулируют обновление и дифференцировку ство-
ловых клеток, восстановление тканей. Однако эти 
молекулы могут быть активаторами патологических 
процессов неоангиогенеза, воспаления, эпители-
ально-мезенхимального перехода и формирования 
устойчивости к химиотерапии [5].

SASP является результатом повреждения 
ДНК, дисфункции теломер, митогенных или эпи-
геномных сигналов, оксидативного стресса [10]. 
Такое разнообразие индуцирующих SASP сиг-
налов объясняет его гетерогенную биологическую 
активность. Первоначально предполагалось, что 
определенные фенотипы SASP могут приводить 
к формированию злокачественного фенотипа [6]. 
Однако позднее было показано его участие в фор-
мировании других возраст-ассоциированных па-
тологий, в том числе заболеваний сердечно-сосу-
дистой системы [23, 24]. Выявлена стимуляция 
миграции и пролиферации гладкомышечных клеток 
легочной артерии стареющими клетками, продуци-
рующими цитокины IL-6 и IL-8 и макромолекулы 
внеклеточного матрикса [19]. Эти процессы могут 
приводить к утолщению интимы, медиальной ги-
пертрофии, что приводит к легочной гипертензии.

Возрастные сердечно-сосудистые заболевания 
(ССЗ) вызывают особую клиническую озабочен-
ность по мере старения населения мира. 38 % лю-
дей 40–60 лет и 83 % людей старше 85 лет име-
ют ССЗ, которые включают атеросклероз, ХСН, 
артериальную гипертензию и ИБС. Учитывая ра-
стущую популяцию пациентов пожилого возрас-
та, существует потребность в определении новых 
терапевтических целей для лечения или предотвра-
щения ССЗ.
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Согласно бимодальной модели клеточного 
старения при ССЗ, предложенной B.G. Childs 
и соавт., первичные сенесцентные клетки с возрас-
том накапливаются в сердечно-сосудистой ткани, 
снижая ее функциональный резерв. Затем, по мере 
развития ССЗ, повышенный клеточный стресс 
в микроокружении пораженной ткани вызыва-
ет вторую волну формирования SASP — такие 
клетки называют вторичными стареющими клет-
ками. Образование вторичных сенесцентных кле-
ток продолжает усугублять существовавшие ранее 
ССЗ [8].

Изначально SASP нацелен на элиминацию 
иммунной системой стареющих и преднеопласти-
ческих клеток, но наблюдается корреляция SASP, 
старения эндотелия и ССЗ. Содержание укоро-
ченных теломер и маркеров окислительного стрес-
са повышается в сердечно-сосудистой ткани с воз-
растом и при наличии ССЗ [14]. Предотвращение 
клеточного старения путем генетической элимина-
ции эффекторных молекул, участвующих в этом 
процессе, может замедлить возрастную потерю 
функции ткани [3].

Практически все заболевания, ассоциирован-
ные с возрастом, характеризуются эндотелиаль-
ной дисфункцией, что обусловливает исследование 
SASP на клеточных моделях с использованием 
эндотелиальных клеток пупочной вены человека 
(HUVEC) [16, 20, 26]. Цель исследования — 
оценка роли экспрессии белков апоптоза, воспа-
ления, молекул клеточной адгезии в формировании 
SASP эндотелиоцитов человека линии HUVEC 
при репликативном и индуцированном старении.

Материалы и методы
Первичную культуру изолированных эндоте-

лиальных клеток пупочной вены человека (human 
umbilical vein endothelial cells, HUVEC) культиви-
ровали в среде DMEM с добавлением 10 % феталь-
ной бычьей сыворотки и 1 % смеси антибиотиков 
(пенициллина и стрептомицина) в СО2-инкубаторе 
при температуре 37 °С. Жизнеспособность кле-
ток оценивали с использованием MTS-теста. 
Репликативное старение клеток осуществляли при 
их культивировании до 18-го пассажа. Пассаж, 
соответствующий «старым» культурам, был опре-
делен экспериментально по снижению жизнеспо-
собности клеток в соответствии с ранее описанной 
методикой [1]. Контрольной культурой в этой мо-
дели служили «молодые» клетки 3-го пассажа. Для 
индуцированного клеточного старения применяли 
липополисахарид (ЛПС). Культивирование про-

водили в шестилуночном планшете. На 3-м пас-
саже клетки в концентрации 6•106 на лунку куль-
тивировали в течение 12 ч. Затем в течение 6 сут 
клетки инкубировали с ЛПС (Lipopolysaccharides 
from Escherichia coli O55:B5, Sigma, USA) в кон-
центрации 0,5 мкг/мл [22]. Контрольные культу-
ры клеток культивировали по аналогичной схеме, 
но без добавления ЛПС.

Для вестерн-блот-анализа белки изолировали 
из клеток HUVEC с использованием RIPA-буфера 
и коммерческого набора «Extraction Kit» («BestBio 
BB-3102», Китай). Концентрацию исследуемых 
белков измеряли с помощью BCA™ Protein Assay 
Kit («Thermo Fisher Scientifi c», США). Белок вы-
деляли методом электрофореза в полиакриламид-
ном геле с додецилсульфатом натрия и переносили 
на PVDF-мембраны. Неспецифическое связыва-
ние белка на PVDF-мембранах блокировали в 5 % 
растворе обезжиренного молока на Tris-буфере 
при комнатной температуре в течение 2 ч. Затем 
инкубировали с первичными антителами при 4 °C: 
anti-p16, anti-p21, anti-p53, anti-E-selectin, anti-
VCAM-1, anti-IL-1β, anti-IL-6 (Abcam, USA) 
и anti-β-actin («Abcam», США). Все первичные 
антитела разводили в соотношении 1:8 000. После 
этого PVDF-мембраны промывали и проводили 
инкубацию со вторичными антителами (1:8 000, 
«Abcam», США) при комнатной температуре 
в течение 2 ч. Белки визуализировали хемолю-
минесценцией при помощи коммерческого набора 
«Thermo Fisher Scientifi c» («Waltham», США).

Вовлеченность всех исследуемых марке-
ров в формирование SASP продемонстрирована 
в разной степени. Взаимодействие белков-супрес-
соров опухолей p16, p21, p53 вызывает стресс-
индуцированное старение [7, 18], результатом ко-
торого, в частности, является формирование SASP. 
Уровень мРНК p16INK4a и IL-6 растет в старею-
щих культурах клеток по сравнению с «молодыми» 
культурами [4]. Стареющие клетки имеют изме-
ненную экспрессию молекул адгезии, в том числе 
Е-селектина и VCAM-1 [9].

Интенсивность полученных полос (бэндов) 
и соответствующий уровень экспрессии белков 
определяли количественно методом денситоме-
трии с использованием программного обеспече-
ния ImageJ по отношению к экспрессии β-актина. 
Статистическую обработку полученных данных 
осуществляли в программном обеспечении SPSS 
21.0. Оценивали среднее значение интенсивности 
свечения и стандартную ошибку. Достоверность 
различий между группами оценивали с помо-
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щью t-критерия Стьюдента или с применением 
одностороннего дисперсионного анализа (Anova). 
Достоверными считали различия при р<0,05.

Результаты и обсуждение
Установлено, что при репликативном старении 

клеток HUVEC пассажами происходит повыше-
ние синтеза белков-маркеров апоптоза p16, p21 
и p53 в клетках в 2–3 раза по сравнению с кон-
трольными культурами клеток 3-го пассажа. При 
ЛПС-индуцированном старении клеток проис-
ходило увеличение числа исследуемых белков 
в 2,5–3,3 раза по сравнению с контрольной куль-
турой клеток. При репликативном старении клеток 
HUVEC наиболее выраженное увеличение синте-
за отмечено для белка p53. При индуцированном 
ЛПС-старении эндотелиоцитов в большей степе-
ни повышался синтез p21 и p53. Для p21 относи-
тельная интенсивность хемолюминесценции была 

в 1,5 раза выше в модели ЛПС-индуцированного 
старения по сравнению с репликативным, для 
p53 — в 1,7 раза. Для p16 различий между груп-
пами репликативного и ЛПС-индуцированного 
старения не наблюдали (рис. 1).

При репликативном старении клеток HUVEC 
пассажами происходит повышение синтеза бел-
ков-маркеров адгезии. Число E-селектина при 
репликативном старении повышалось в 2 раза 
по сравнению с контрольными культурами клеток 
3-го пассажа. Число VCAM-1 при репликатив-
ном старении достоверно повышалось в 1,7 раза 
по сравнению с контрольной культурой клеток. 
При ЛПС-индуцированном старении клеток про-
исходил о увеличение числа исследуемых белков 
в 5–7 раз по сравнению с контрольной культурой 
клеток. Наиболее выраженное увеличение относи-
тельной интенсивности хемолюминесценции отме-
чено для E-селектина (рис. 2).
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Д.В. Савицкий и др.
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Рис. 1. Содержание белков апоптоза p16 (а), p21 (б), 
p53 (в) в клетках линии HUVEC при репликативном 

и ЛПС-индуцированном старении.
Здесь и на рис. 2, 3: ЛПС — липополисахарид; 

1)* p<0,05 по сравнению с культурой клеток 3-го пассажа; 
2)* p<0,05 по сравнению с контрольной культурой клеток 
без добавления ЛПС; 3)* p<0,05 по сравнению с культурой 

клеток 18-го пассажа



481

УСПЕХИ ГЕРОНТОЛОГИИ • 2022 • Т. 35 • № 4

Как и в случае маркеров апоптоза, для молекул 
адгезии также наблюдали повышение их содержа-
ния в культурах клеток, старение которых было 
ЛПС-индуцированным, по сравнению с культу-
рами клеток 18-го пассажа (модель репликатив-
ного старения). Это выражалось в повышении от-
носительной интенсивности хемолюминесценции 
Е-селектина в ЛПС-индцуцированных клетках 
в 3,5 раза по сравнению с клетками 18-го пасса-
жа. Для VCAM-1 относительная интенсивность 
хемолюминесценции была в 2,7 раза выше в моде-
ли ЛПС-индуцированного старения по сравнению  
с репликативной моделью старения (см. рис. 2).

При репликативном старении клеток HUVEC 
не происходит изменения средней хемолюминесцен-
ции цитокина IL-1β, в то время как число IL-6 по-

вышается в 2 раза по сравнению с культурами 3-го 
пассажа. При ЛПС-индуцированном старении 
клеток выявлено значительное повышение содержа-
ния как IL-1β, так и IL-6 в исследуемых клетках — 
в 12–16 раз по сравнению с контрольной культурой 
клеток. Наиболее выраженное увеличение относи-
тельной интенсивности хемолюминесценции при 
ЛПС-индуцированном старении наблюдается для 
IL-6. Кроме того, значительно повышалось содер-
жание IL-1β и IL-6 в ЛПС-индуцированных клет-
ках по сравнению с клетками 18-го пассажа — в 9 
и 8 раз соответственно (рис. 3).

Полученные данные демонстрируют выра-
женное сходство секреторных фенотипов кле-
ток HUVEC при репликативном и ЛПС-
индуцированном старении. Как при репликативном, 

β β
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Рис. 2. Содержание молекул адгезии E-селектина (а) и VCAM-1 (б) в клетках линии HUVEC 
при репликативном и ЛПС-индуцированном старении

β β β
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Рис. 3. Содержание цитокинов IL-1β (а) и IL-6 (б) в клетках линии HUVEC 
при репликативном и ЛПС-индуцированном старении

а б

а б
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так и при ЛПС-индуцированном старении на-
блюдают повышение синтеза молекул апопто-
за p16, p21, p53, молекул адгезии E-селектина 
и VCAM- 1, цитокинов IL-1β и IL-6. При этом 
в культурах клеток, подвергнутых воздействию 
ЛПС, наблюдали более выраженное увеличение 
синтеза исследуемых молекул.

Полученные результаты согласуются с ранее 
проведенным исследованием K. Suzuki и соавт., 
в котором клетки HUVEC также были подвер-
жены ЛПС-индуцированному старению [25]. 
Относительная экспрессия молекулы адгезии 
ICAM-1, которая, как и VCAM-1, экспрессиру-
ется на поверхности эндотелиальных клеток, уве-
личивалась в 4–10 раз в зависимости от концен-
трации ЛПС (10 и 100 нг/мл соответственно). 
Кроме того, при ЛПС-индуцированном старении 
клеток HUVEC наблюдали повышение экспрес-
сии транскрипционного фактора NF-κB-p65, 
являющегося маркером воспаления и опухолевой 
прогрессии. В этом случае не наблюдали дозозави-
симого эффекта ЛПС — различия были обнару-
жены только для концентрации ЛПС 100 нг/мл. 
Вероятно, стареющие клетки больше подвержены 
воздействию ЛПС из-за повышения на их поверх-
ности экспрессии рецептора TLR4, с которым вза-
имодействует ЛПС [25].

S. Honda и соавт. предполагают, что клеточ-
ное старение эндотелия вызывает гипервоспаление 
и приводит к развитию атеросклероза посредством 
эпигенетических изменений [13]. Авторы изучали 
экспрессию эндотелиальными клетками мРНК 
молекулы адгезии VCAM-1 при репликативном 
старении. Базовый уровень экспрессии мРНК 
VCAM-1 был минимальным, в то время как у ста-
реющих эндотелиоцитов относительный уровень 
экспрессии мРНК был высоким — в 10 раз выше 
по сравнению с «молодыми» культурами клеток. 
Обработка стареющих эндотелиоцитов ЛПС или 
TNF-α вызывала многократное увеличение экс-
прессии мРНК VCAM-1 по сравнению с «мо-
лодыми» культурами с добавлением тех же фак-
торов. При этом добавление в культуры клеток 
ЛПС вызывало более значительные изменения 
в экспрессии мРНК у стареющих клеток по срав-
нению с «молодыми» (в 150 раз), чем добавление 
TNF-α, — в этом случае экспрессия увеличива-
лась в 2 раза. Авторы установили сильное уве-
личение связывания NF-κB-p65 с промотором 
VCAM-1, активированным по H3K4me3 в старе-
ющих эндотелиоцитах, по сравнению с промотором 
VCAM-1 в «молодых» культурах [13].

Показано, что HUVEC в модели репликатив-
ного старения продуцируют высокий уровень про-
воспалительных цитокинов IL-8 [12] и IL-6 [17], 
что также согласуется с полученными в настоящем 
исследовании результатами.

Увеличение экспрессии p21 и p16 в стареющих 
клетках HUVEC может быть связано со снижен-
ной экспрессией Fis1 и Drp1, кодирующих бел-
ки, которые участвуют в делении митохондрий. 
Сайленсинг Drp1 вызывает старение «молодых» 
HUVEC с повышенной экспрессией p21 и p16. 
Экспрессия Drp1 также снижена в эндотелии аор-
ты у старых крыс, что связано с нарушением ауто-
фагического процессинга [17]. Кроме того, повы-
шение экспрессии p21 и p16 в стареющих клетках 
HUVEC может быть связано со снижением экс-
прессии длинной некодирующей РНК H19, явля-
ющейся важным регулятором клеточного старения 
в эндотелии сосудов. Экспрессия H19 снижена 
в эндотелии сосудов старых мышей. Сайленсинг 
H19 приводит к остановке клеточного цикла в фазе 
G0/G1 и увеличению экспрессии p16 и p21 в эндо-
телиоцитах [15].

Инфламэйджинг [воспаление (infl ammation) + 
+ старение (aging)] — термин, описывающий хро-
ническое слабовыраженное воспаление в процессе 
старения, не вызванное внешними факторами и свя-
занное с нарушением способности организма справ-
ляться с оксидативным стрессом [11]. Он представ-
ляет собой сложный системный процесс, который 
является результатом взаимодействия нескольких 
факторов. Биомаркерами инфламэйджинга явля-
ются, в частности, провоспалительные цитокины 
(IL- 1, IL-6, TNF-α) и C-реактивный белок [2].

Заключение
SASP рассматривают в качестве одного из фак-

торов развития инфламэйджинга [21]. Можно за-
ключить, что в процессе естественного старения 
происходят изменения секреторного фенотипа 
эндотелиальных клеток, индуцированные молеку-
лярными и генетическими факторами, в результа-
те чего наблюдают формирование профиля SASP. 
Повышение числа клеток с SASP ведет к увели-
чению хронического системного слабовыраженного 
воспаления, называемого инфламэйджингом, кото-
рое является одним из основных факторов риска 
развития возраст-ассоциированных заболеваний 
(рис. 4). Как показано в нашем исследовании, мо-
лекулами, формирующими SASP эндотелиоцитов 
человека, являются факторы апоптоза (p16, p21, 
p53), адгезии (Е-селектин, VCAM-1) и цитокины 
(IL-1β, IL-6).
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Таким образом, SASP эндотелиоцитов может 
рассматриваться в качестве перспективной те-
рапевтической цели для замедления возрастного 
снижения функций сердечно-сосудистой системы 
и предотвращения развития инфламэйджинга.

Конфликт интересов отсутствует.
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The aging-associated secretory phenotype (SASP) is a heterogeneous phenotype of cells 
secreting pro-infl ammatory cytokines, growth factors, apoptosis’ regulatory molecules, and 
proteases. SASP is one of the three main hallmarks of senescent cells. Dysregulation of the 
synthesis of SASP-forming molecules leads to the development of age-associated diseases, 
including cardiovascular pathology. The aim of this study is to characterize the SASP of human 
endotheliocytes during replicative and induced aging. Isolated human umbilical vein endothe-
lial cells HUVEC were used to model replicative and infl ammation-induced aging. It has been 
established that the molecules that form SASP during replicative and infl ammation-induced 
aging of HUVEC are molecules that control apoptosis (p16, p21, p53), adhesion (E-selectin, 
VCAM-1) and some cytokines (IL-1β, IL-6). With replicative aging of endotheliocytes, the syn-
thesis of apoptosis’ regulatory molecules increases to a greater extent. Infl ammation-induced 
aging of HUVEC is characterized by a multiple increase in the synthesis of adhesion mol-
ecules and pro-infl ammatory cytokines.
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