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Цель исследования — оценка пригодности использования колониеформирующих эндотелиальных клеток для разработ-
ки тканеинженерных конструкций на основе изучения профиля генной экспрессии в сравнении со зрелыми эндотелиальными 
клетками.

Материалы и методы. Для эксперимента использовали колониеформирующие эндотелиальные клетки (endothelial colony-
forming cells, ECFC), которые получали из периферической крови пациентов, перенесших чрескожное коронарное вмешательст-
во. Клетки выделяли на градиенте плотности Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, США), затем культивировали в культуральной среде 
EGM-2MV (Lonza, Швейцария). В качестве контроля использовали коммерческую культуру первичных эндотелиальных клеток коро-
нарной артерии человека (HCAEC). Клетки размораживали и культивировали согласно рекомендациям производителя в среде для 
роста клеток MesoEndo Cell Growth Medium (Cell Applications, США).

Эксперимент выполняли в специализированных планшетах µ-Luer в перфузионной системе (IBIDI, Германия), обеспечиваю-
щей непрерывный однонаправленный поток культуральной среды с напряжением сдвига 5 дин/см2. Контрольные планшеты куль-
тивировали в стандартных условиях за аналогичный промежуток времени. Проводили выделение тотальной РНК из клеточных 
образцов. Экспрессию генов NOTCH4, NRP2, PLAT, PLAU, NOTCH1, FLT1, COL4A2, CD34, SERPINE1, HEY2, MKI67, KLF4, LYVE1, 
FLT4 оценивали с помощью количественной полимеразной цепной реакции с детекцией результата в режиме реального времени. 
Экспрессию изучаемых генов рассчитывали по ΔCt-методу, выражали на логарифмической (log10) шкале в виде кратного измене-
ния относительно контрольных образцов.

Результаты. У зрелых эндотелиальных клеток HCAEC под воздействием ламинарного потока статистически значимо увели-
чились только значения транскрипционного фактора KLF4 и маркера венозной дифференцировки NRP2. У ECFC наблюдали ста-
тистически значимое увеличение KLF4, NRP2, CD34 и LYVE1, а также уменьшение экспрессии PLAU. При этом отмечали гиперэкс-
прессию FLT4, LYVE1, NOTCH4 и NRP2 в ECFC по отношению к HCAEC и гипоэкспрессию HEY2. Также наблюдали характерную 
для прогениторных клеток гиперэкспрессию CD34. Характерной особенностью ECFC явилось увеличение экспрессии COL4A2, свя-
занного с синтезом коллагена IV типа.

Заключение. Профиль генной экспрессии колониеформирующих эндотелиальных клеток достаточно близок к таковому у пер-
вичных эндотелиальных клеток коронарной артерии человека, следовательно, полученные из периферической крови пациентов 
клетки могут быть использованы при разработке персонифицированных тканеинженерных конструктов.
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The aim of the study was to assess the suitability of endothelial colony-forming cells in the development of tissue engineering 
constructs based on the study of the gene expression profile compared to mature endothelial cells.

Materials and Methods. In the experiment, we used the endothelial colony-forming cells (ECFC) obtained from the peripheral 
blood of patients who underwent percutaneous coronary intervention. The cells were isolated on a Histopaque 1077 density gradient 
(Sigma-Aldrich, USA), and then cultured in EGM-2MV culture medium (Lonza, Switzerland). A commercial culture of primary human 
coronary artery endothelial cells (HCAEC) was used as a control. The cells were unfrozen and cultured according to the manufacturer’s 
recommendations in MesoEndo Cell Growth Medium (Cell Applications, USA).

The experiment was carried out in specialized µ-Luer plates in the perfusion system (IBIDI, Germany), which provided a continuous 
unidirectional flow of the culture medium with a shear stress of 5 dyn/cm2. Control plates were cultured under standard conditions for a 
similar period of time. Total RNA was isolated from cell samples. The expression of the genes NOTCH4, NRP2, PLAT, PLAU, NOTCH1, 
FLT1, COL4A2, CD34, SERPINE1, HEY2, MKI67, KLF4, LYVE1, FLT4 was assessed using a quantitative real-time polymerase chain 
reaction. The expression of the genes was calculated by the ΔCt method and expressed on a logarithmic (log10) scale as a fold change 
relating to the control samples.

Results. In mature endothelial cells HCAEC when exposed to a laminar flow, only the transcription factor KLF4 and venous 
differentiation NRP2 marker values increased significantly. ECFC showed statistically significant growth in KLF4, NRP2, CD34, and LYVE1, 
as well as PLAU expression decrease. In addition, we observed the overexpression of FLT4, LYVE1, NOTCH4, and NRP2 in ECFC 
in relation to HCAEC and HEY2 hypoexpression. CD34 overexpression characteristic of progenitor cells was also found. An increase in 
COL4A2 expression associated with type IV collagen synthesis was a characteristic feature of ECFC.

Conclusion. The gene expression profile of endothelial colony-forming cells is quite close to that of primary endothelial cells of the 
human coronary artery, and thus, the cells obtained from patients’ peripheral blood can be used to develop personalized tissue-engineered 
constructs.

Key words: endothelial colony-forming cells; mononuclear fraction of peripheral blood; coronary artery endothelial cells; gene 
expression; tissue engineering.

Введение

Формирование сосудистого протеза в условиях in 
vitro является одним из перспективных подходов к та-
кому интенсивно развивающемуся направлению, как 
тканевая инженерия [1]. Данный подход предполага-
ет культивирование клеточной массы на поверхности 
каркаса с образованием конструкта, пригодного для 
имплантации в кровеносное русло с целью замены 

пораженного участка сосуда. Ключевыми вопроса-
ми при разработке данного метода являются выбор 
оптимального источника клеток; выбор материала и 
метода изготовления каркаса; определение условий 
культивирования, максимально соответствующих фи-
зиологическим.

В качестве возможного перспективного источника 
эндотелиальных клеток для использования в ткане-
вой инженерии рассматривают эндотелиальные ко-
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лониеформирующие клетки (endothelial colony-forming 
cells, ECFC) [2], обладающие высоким ангиогенным 
потенциалом [3, 4]. Как было показано в многочи-
сленных исследованиях, ECFC могут быть выделены 
из большого числа источников, включая кровь [5, 6], 
костный мозг [7], жировую ткань [8], эмбриональные 
стволовые клетки [9] и многое другое. С точки зрения 
перспективы дальнейшего использования в клиниче-
ской практике наибольшее внимание привлекает воз-
можность дифференцировать ECFC из мононуклеар-
ной фракции периферической крови. Преимуществом 
данного типа клеток по сравнению со зрелыми эндо-
телиальными клетками является их высокий проли-
феративный потенциал [10], позволяющий получать 
большое количество клеточной массы, что очень важ-
но при формировании тканеинженерных конструктов. 
При этом возможная гетерогенность ECFC из разных 
источников, а также влияние тканеинженерного носи-
теля на их функциональные свойства требуют даль-
нейшего изучения.

Для успешной эндотелизации тканеинженерных со-
судистых протезов необходимо создание максимально 
физиологичных условий, включая действие на клетки 
напряжения сдвига. Воздействие на эндотелиальные 
клетки потока жидкости — необходимое условие для 
их нормальной жизнедеятельности и формирования 
эндотелиального монослоя [11]. В лабораторных усло-
виях имитация пульсирующего потока достигается по-
средством использования насосов, создающих поток 
питательной среды с заданными параметрами, в том 
числе силой напряжения сдвига.

Целью нашего исследования явилось изучение 
профиля генной экспрессии ECFC в сравнении со зре-
лыми эндотелиальными клетками для оценки возмож-
ности их использования при разработке тканеинженер-
ных сосудистых графтов.

Материалы и методы
Культивирование клеток. Данное исследование 

выполнено в соответствии с положениями Хель син к-
ской декларации (2013) и одобрено Этическим комите-
том Научно-исследовательского института комплекс-
ных проблем сердечно-сосудистых заболеваний. На 
участие в исследовании получено информированное 
согласие пациентов.

Для эксперимента использовали ECFC, получен-
ные из периферической крови пациентов с ишемиче-
ской болезнью сердца (n=8), перенесших чрескожное 
коронарное вмешательство. Выделение и обогащение 
ECFC проводили по модифицированному протоко-
лу M. Kolbe с соавт. [12]. Мононуклеарную фракцию 
выделяли на градиенте плотности Histopaque 1077 
(Sigma-Aldrich, США), затем ресуспендировали в куль-
туральной среде EGM-2MV (Lonza, Швейцария), со-
держащей 5% фетальной бычьей сыворотки (HyClone, 
США), и высевали в покрытые коллагеном культураль-
ные флаконы. После недели культивирования клетки 

снимали с поверхности раствором аккутазы (Sigma-
Aldrich) и пересевали в культуральные планшеты, 
покрытые фибронектином. Дальнейший пересев про-
водили по достижении 70–80% конфлюэнтности. На 
19–22-й дни культивирования выполняли иммунофе-
нотипирование и функциональный анализ полученной 
культуры.

В качестве контроля использовали коммерче-
скую культуру первичных эндотелиальных клеток ко-
ронарной артерии человека (human coronary artery 
endothelial cells, HCAEC) (Cell Applications, США). 
Согласно информации производителя, клетки были 
получены из артерий здоровых доноров с криокон-
сервацией на втором пассаже (500 000 клеток в ба-
зальной среде MesoEndo Cell Basal Medium (Cell 
Applications), содержащей 10% фетальной телячьей 
сыворотки и 10% диметилсульфоксида). Клетки раз-
мораживали и культивировали согласно рекомендаци-
ям производителя в среде для роста клеток MesoEndo 
Cell Growth Medium (Cell Applications).

Для дальнейших экспериментов использовали клет-
ки 6–8-го пассажей. Все манипуляции проводили в 
стерильных условиях, клетки культивировали в CO2-
инкубаторе при 37 °C, 5% CO2.

Для проведения эксперимента культуры ECFC и 
HCAEC снимали с поверхности и засевали в специ-
ализированные планшеты µ-Luer (IBIDI, Германия) 
в концентрации 1·106 кл./мл и предкультивировали в 
инкубаторе в течение ночи для формирования моно-
слоя. Затем часть планшетов подключали к насосу, 
обеспечивавшему непрерывный однонаправленный 
поток культуральной среды, и культивировали в те-
чение 2 сут при напряжении сдвига 5 дин/см2 (дина-
мика). Остальные планшеты культивировали в стан-
дартных условиях аналогичный промежуток времени 
(статика). После окончания культивирования анализи-
ровали экспрессию генов в изучаемых культурах.

Экспрессия генов. Из клеточных образцов вы-
деляли тотальную РНК, по 4 репликаты на каждую 
линию клеток. После забора культуральной среды 
клетки промывали холодным фосфатно-солевым бу-
фером, затем лизировали тризолом (Invitrogen, США). 
Выделение тотальной РНК осуществляли при помо-
щи набора PureLink RNA Micro Scale Kit (Invitrogen) 
с сопутствующей обработкой ДНКазой (Sigma-
Aldrich). Оценку количества выделенной РНК прово-
дили на спектрофотометре NanoDrop 2000 (Thermo 
Fisher Scientific, США). Экспрессию генов NOTCH4, 
NRP2, PLAT, PLAU, NOTCH1, FLT1, COL4A2, CD34, 
SERPINE1, HEY2, MKI67, KLF4, LYVE1, FLT4 оце-
нивали с помощью количественной полимеразной 
цепной реакции с детекцией результата в режиме 
реального времени. Праймеры были синтезирова-
ны ЗАО «Евроген» (Москва), использованные по-
следовательности праймеров приведены в таблице. 
Нормализацию результатов количественной ПЦР про-
водили с помощью трех референсных генов ACTB, 
GAPDH и B2M в соответствии с общепринятыми реко-
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KLF4 и маркера венозной дифференцировки NRP2 
(р=0,03) (рис. 1, а).

Реакция ECFC на действие напряжения сдвига 
была более выраженной. Как и в случае с HCAEC, 
наблюдали статистически значимое увеличение KLF4 
и NRP2 (р=0,03) (рис.  1,  б). Кроме того, отмечали уве-
личение маркеров CD34 и лимфатической дифферен-
цировки LYVE1, а также уменьшение экспрессии PLAU 
(урокиназный активатор плазминогена).

С учетом гетерогенности различных линий эндо-
телиальных клеток подробное изучение их секре-
торной активности, профиля генной экспрессии и 
особенностей реакции на специфические раздра-
жители, такие как напряжение сдвига, может помочь 
при определении пригодности той или иной популя-
ции эндотелиальных клеток к применению в ткане-
вой инженерии сердца и сосудов. В качестве контро-
ля в нашем эксперименте мы использовали линию 
зрелых эндотелиальных клеток артерии человека, 
предполагая, что сходство экспериментальной ли-
нии с данными клетками должно указывать на воз-
можность их применения для решения задач ткане-
вой инженерии.

Выявлено, что напряжение сдвига не вызывало зна-
чимых изменений в профиле HCAEC, за исключением 
увеличения экспрессии транскрипционного фактора 
KLF4, связанного с антитромботической и противово-
спалительной функцией эндотелия, а также венозного 
эндотелиального маркера NRP2. Отсутствие выра-
женной реакции на ламинарный поток может быть в 

Характеристика праймеров, использованных  
для проведения исследования

Ген Последовательность
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SERPINE1

HEY2

MKI67

KLF4

LYVE1

FLT4

Forward: 5′-ACA CAG GCT CCC GTT GTG AG-3′
Reverse: 5′-GGC ACA CTC GTT GGT CTC CA-3′
Forward: 5′-CTC GGC TTT TGC AGG TGA GAA T-3′
Reverse: 5′-TGC TCC AGT CCA CCT CGT AT-3′
Forward: 5′-TGG AGC AGT CTT CGT TTC GC-3′
Reverse: 5′-CCA TGA CTG ATG TTG CTG GTA-3′
Forward: 5′-CCT GGG TCG CTC AAG GCT TA-3′
Reverse: 5′-CAC ACC TGC CCT CCT TGG AA-3′
Forward: 5′-GCT CAC GCT GAC GGA GTA CA-3′
Reverse: 5′-ATG GAA GCT GGG TGG GCA GT-3′
Forward: 5′-ACG GCC AGC GAG TAC AAA G-3′
Reverse: 5′-AGT CAC GTT TGC TCT TGA GG-3′
Forward: 5′-CAG GTT TTC CGG GAC TCC GT-3′
Reverse: 5′-AAG GGT GTT GGC CTC TCC TG-3′
Forward: 5′-GTC TTC CAC TCG GTG CGT CT-3′
Reverse: 5′-TGG GGT AGC AGT ACC GTT GT-3′
Forward: 5′-CGC CGC CTC TTC CAC AAA TC-3′
Reverse: 5′-AGG GCA GTT CCA GGA TGT CG-3′
Forward: 5′-ACC TCC GAG AGC GAC ATG GA-3′
Reverse: 5′-CGA TCC CGA CGC CTT TTC TC-3′
Forward: 5′-GAC TTG ACG AGC GGT GGT TC-3
Reverse: 5′-GGG AAG GCC AGG TAT AAT CCG T-3′
Forward: 5′-GAA AAG GAC CGC CAC CCA CA-3′
Reverse: 5′-AGC GGG CGA ATT TCC ATC CA-3′
Forward: 5′-TGA AGG GGT AGG CAC GAT GG-3′
Reverse: 5′-GCA TGA CAC CTG GAT GGA AAG C-3′
Forward: 5′-TGT GGT CCT TTG GGG TGC TT-3′
Reverse: 5′-CCC TCA TCC TTG TGC CGT CT-3′

Рис. 1. Экспрессия генов в культуре ECFC (а) и HCAEC (б)
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мендациями. Экспрессию изучаемых генов 
рассчитывали по ΔCt-методу, выражали 
на логарифмической (log10) шкале в виде 
кратного изменения относительно конт-
рольных образцов.

Статистический анализ. Обработку 
результатов выполняли в программе 
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, 
США). Данные представлены в виде медиа-
ны и квартилей (Ме [25%; 75%]). Сравнение 
групп проводили с использованием 
U-критерия Манна–Уитни. Статистически 
значимыми считали значения p≤0,05. При 
сравнении ECFC и HCAEC статистиче-
ски значимые различия экспрессии генов 
определяли по кратности изменения (fold 
change) ≥2.

Результаты и обсуждение
Установлено, что у зрелых эндотели-

альных клеток HCAEC под воздействием 
ламинарного потока изменения генного 
профиля были незначительными.  Так, 
статистически значимо увеличились толь-
ко значения транскрипционного фактора 
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первую очередь связано с низким значением напря-
жения сдвига. В условиях эксперимента небольшое 
напряжение часто используется при выращивании в 
условиях in vitro тканеинженерных конструктов [13, 
14]; однако в естественных условиях эндотелиальные 
клетки подвергаются напряжению сдвига 5–20 дин/см2 
[15]. Таким образом, использованное нами в экспери-
менте значение находится на нижней границе физио-
логической нормы.

ECFC проявляли бóльшую чувствительность к дей-
ствию ламинарного потока. При этом примечательным 
представляется тот факт, что наряду с увеличением 
экспрессии венозного эндотелиального маркера NRP2 
значительно возрастала экспрессия LYVE1, связанно-
го с дифференцировкой лимфатического эндотелия. 
Кроме того, напряжение сдвига вызывало уменьше-
ние экспрессии PLAU, являющегося компонентом 
фибринолитической системы, но не PLAT, который 
также задействован в процессе фибринолиза. Ранее 
эффект гипоэкспрессии PLAU при нормальном значе-
нии напряжения сдвига по отношению к статическому 
культивированию был показан для зрелых эндотели-
альных клеток [16]. В нашем эксперименте данный 
эффект отмечался только для ECFC, что может быть 
связано с более низкими параметрами потока и, по-
видимому, свидетельствует о большей чувствитель-
ности незрелых эндотелиальных клеток к изменению 
динамического воздействия.

Все изученные гены были разделены на три группы, 
в зависимости от характера изменения их экспрессии 
в ECFC по сравнению с HCAEC: гены с повышенной 
экспрессией, гены без изменения уровня экспрессии и 
гены с пониженной экспрессией (рис. 2).

Сравнение профиля генной экспрессии ECFC и 
HCEAC в статических условиях культивирования 
подтвердило эндотелиальный фенотип ECFC, но при 
этом продемонстрировало его переходный харак-

тер, что проявлялось в гиперэкспрессии маркеров 
лимфатической эндотелиальной дифференцировки 
LYVE1 и FLT4, гиперэкспрессии маркера NOTCH4, 
связанного с фенотипом артериальных эндотели-
альных клеток, и гиперэкспрессии маркера веноз-
ной дифференцировки NRP2 в сочетании с  ярко 
выраженным снижением экспрессии маркера арте-
риальной дифференцировки HEY2. Также отмеча-
лась характерная для прогениторных клеток гипер-
экспрессия CD34. Характерной особенностью ECFC 
явилось увеличение экспрессии COL4A2, связанного 
с синтезом коллагена IV типа.

Под действием напряжения сдвига указанные тен-
денции в целом сохраняются. При этом культивиро-
вание в ламинарном потоке способствовало увели-
чению различий фенотипа: при сохранении уровня 
экспрессии панэндотелиального маркера FLT1 от-
мечалась гипоэкспрессия NOTCH4. Также наблю-
дали гиперэкспрессию KLF4, что согласуется с дан-
ными о влиянии этого транскрипционного фактора 
на сигнальный путь Notch [17]. Несмотря на то, что 
KLF4 ассоциирован с дифференцировкой эндоте-
лиальных клеток [17], при сохранении соотношений 
в экспрессии маркеров венозной и лимфатической 
дифференцировки изменение экспрессии NOTCH4 
может говорить о негативном влиянии низкого значе-
ния напряжения сдвига на артериальную дифферен-
цировку ECFC.

Известно, что ECFC могут быть дифференциро-
ваны из большого числа различных источников [5–9]. 
При этом не до конца изучены особенности ECFC 
различного происхождения, так же как и их реак-
ция на воздействие специфических раздражителей. 
Исследования показывают, что реакция ECFC на на-
пряжение сдвига в целом оказывается сходной с та-
ковой у зрелых эндотелиальных клеток [18]. В нашем 
исследовании профиль ECFC, полученных из перифе-
рической крови пациентов с ИБС, оказался близким к 
HCAEC, однако наблюдались различия в уровне эк-
прессии отдельных генов, связанных с дифференци-
ровкой различных эндотелиальных линий, которые 
усиливались под действием ламинарного потока. 
Расхождения с исследованиями, которые связывают 
усиление экспрессии маркеров зрелого эндотелия в 
условиях динамического культивирования в эндоте-
лиальных прогениторных и колониеформирующих 
клетках с воздействием напряжения сдвига [19], могут 
быть объяснены в первую очередь различным проис-
хождением клеток, а также отлича ющимися условия-
ми культивирования и параметрами потока в разных 
экспериментах.

В ряде исследований проводили успешную эн-
дотелизацию поверхности тканеинженерных скаф-
фолдов с использованием низких значений напря-
жения сдвига [19, 20]. Подобный подход позволяет 
за счет щадящих условий культивирования избежать 
нарушения формирующегося эндотелиального слоя 
под воздействием потока. Тем не менее получен-

Рис. 2. Уровень генной экспрессии в культуре ECFC по 
сравнению с HCAEC
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ные нами данные свидетельствуют о необходимости 
тщательного подбора режимов культивирования, по 
крайней мере при использовании ECFC, которые бу-
дут способствовать формированию зрелого эндоте-
лиального фенотипа клеток.

Заключение

Результаты исследования позволяют утверждать, 
что профиль генной экспрессии ECFC достаточно бли-
зок к профилю HCAEC и, таким образом, полученные 
из периферической крови пациентов ECFC могут быть 
использованы при разработке персонифицированных 
тканеинженерных сосудистых графтов. В то же время 
необходимо проведение дальнейших исследований 
по определению особенностей реакции ECFC на на-
пряжение сдвига разной величины, поскольку эти дан-
ные могут быть важны для определения оптимальных 
условий при формировании тканеинженерных кон-
структов.
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