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В 2019 году в журнале «Наука молодых» (Eruditio Juvenium) коллективом авторов была 

опубликована первая часть статьи, посвященная ключевым аспектам гистогенеза, особен-

ностям структуры, цитофизиологии и иммуноцитохимическим маркерам эндотелиоцитов 

(doi:10.23888/HMJ201973450-465). Вторая часть рассказывает об основных клеточных ли-

ниях эндотелия, которые используются в лабораторной работе, особенностям 2D и 3D 

культивирования эндотелиальных клеток. Помимо этого, освещены реалии и перспективы 

научно-исследовательской работы с эндотелиоцитами, получаемыми из эмбриональных 

стволовых и индуцированных плюрипотентных стволовых клеток. Прижизненное наблю-

дение за эндотелиоцитами, оценка их морфологии и функции сопровождаются сущест-

венными техническими сложностями, что обусловливает необходимость использования 

методик in vitro с целью изучения как патогенеза, так и потенциальных методов лечения 

различных заболеваний, ассоциированных с нарушением эндотелиальной функции. In 
vitro исследования позволяют оценивать широкий ряд физиологических и патологических 

процессов на первичной культуре клеток или постоянной клеточной линии при помощи 

миниатюрных и зачастую автоматизированных моделей и тест-систем, что обладает опре-

деленными преимуществами по сравнению с клиническими исследованиями или экспе-

риментами на животных. In vitro методики имеют ограничения, главным из которых явля-

ется сложность сопоставления результатов изучения патологических состояний в рамках 

лабораторной работы и оценки биологии целого организма. Чрезвычайно важным являет-

ся постоянное совершенствование in vitro методик работы с эндотелиальными клетками 

различного происхождения, ко-культурами, системами 3Д-культивирования, индуциро-

ванными плюрипотентными стволовыми клетками. Понимание особенностей работы с 

культурами эндотелиоцитов в лабораторных условиях и потенциала оптимизации имею-

щихся методик позволит разрабатывать и применять последовательные надежные проце-

дуры экстраполяции результатов in vitro исследований в условия in vivo. 
Ключевые слова: эндотелиоциты; 3D культивирование; in vitro; ЭСК; ИПСК. 
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In 2019 the authors of this article published the first part of the manuscript dedicated to the key 
aspects of histogenesis, structure, cytophysiology, and immunoctyochemical markers of endotheli-
al cells (doi:10.23888/HMJ201973450-465). The second part of the article aims at delivering state-
of-the art information of the basics of laboratory work with endothelial cells, including main endo-
thelial cell culture lines for in vitro experiments, 2D and 3D cultivation of endothelial cells. The 
authors also discuss current issues and perspectives of laboratory research work involving endothe-
lial cells, derived from embryonic stem cells and induced pluripotent stem cells. In vivo study of 
endothelial cells and assessment of their morphology and function are associated with substantial 
technical difficulties, which necessitates the use of in vitro techniques aimed at evaluating patho-
genesis and potential treatment methods of a number of diseases associated with endothelial dys-
function. Laboratory work involving cell cultures allows studying both physiological and patholog-
ical conditions using miniature and often automated systems, which has several considerable bene-
fits over clinical trials and experiments carried out on animals. In vitro techniques have certain lim-
itations, among which are the difficulties in interpreting the results of a work performed on a cell 
line and comparing those to in vivo conditions. Constant improvement of laboratory methods in-
volving different endothelial cell lines, co-cultures, 3D cultivation systems, and induced pluripo-
tent stem cells, is crucial. Understanding the principles of in vitro work with endothelial cell cul-
tures and optimization of the current techniques will lead to the development and implementation 
of the accurate laboratory methods, which will help translate research into practice.  
Keyword: endothelial cells; 3D cultivation; in vitro; ESC; iPSC. 
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Развитие и прогрессирование сердеч-

но-сосудистых заболеваний, таких как ате-

росклероз, артериальная гипертензия, ише-

мическая болезнь сердца, острые и хрониче-

ские заболевания вен, большинство исследо-

вателей связывают с нарушением функции 

сосудистого эндотелия [1,2]. Сложности 

прижизненного анализа и наблюдения за 

эндотелиоцитами внутри организма диктуют 

необходимость создавать модельные систе-

мы in vitro на основе различных эндотели-

альных клеточных линий для изучения пато-

генеза заболеваний, ассоциированных с эн-

дотелиальной дисфункцией, и находить пути 

решения данной проблемы.  
Положительные аспекты in vitro ис-

следований в медицине в целом и в сосу-

дистой биологии в частности не вызывают 

сомнений: отдельные физиологические 

или патологические процессы могут быть 

изучены без влияния сложных межкле-

точных реакций, либо учета существен-

ных различий между течением заболева-

ний у человека и их моделированием на 

экспериментальных животных. Методы in 
vitro могут быть миниатюрными и авто-

матизированными, характеризоваться от-

носительно небольшой стоимостью про-

водимых экспериментов по сравнению с 

экспериментами на животных. 
Основные клеточные линии,  

используемые для изучения эндотелия  
в экспериментах in vitro 

Сосудистая система представляет со-

бой сложную сеть, позволяющую приспо-

сабливаться к различным условиям гемо-

динамики и кровотока, давления, строения 

органов. Широкая вариабельность сосудов, 

обусловленная особенностями гемодина-

мики, окружения и эмбрионального проис-

хождения, приводит к высокому морфоло-

гическому и функциональному разнообра-

зию эндотелиальных клеток на всем про-

тяжении сосудистого русла [3]. In vitro ис-

следования позволяют изучать роль эндо-

телиальных клеток в гемостазе, миграции 

лейкоцитов, воспалении, заживлении ран, 

метастазировании опухолей, а также ряде 

других ключевых процессах в физиоло-

гичных и патологических условиях. Ис-

точники эндотелиоцитов для лабораторной 

работы разнообразны: донорами клеток 

могут быть как человек, так и животные. 

Эндотелиальные клетки выделяют из мно-

жества сосудов, таких как пупочные арте-

рия и вена, аорта, коронарные артерии, ле-
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гочные и подвздошные артерии, большая 

подкожная вена, а также органов и тканей, 

включая кожу, легкие, кишечник, миомет-

рий, миокард и др. [4,5]. Помимо этого, 

большой интерес для изучения представ-

ляют собой эндотелиальные прогенитор-

ные клетки и клетки-предшественники, 

получаемые из периферической крови. 
В соответствии с целью планируемо-

го исследования проводится подбор кле-

точных культур с определенными свойст-

вами. Эндотелий крупных сосудов, макро-

сосудистый, является предпочтительной 

моделью для изучения ангиогенеза, рака, 

атеросклероза, тканевой инженерии, тогда 

как микрососудистые эндотелиальные 

клетки чаще используются для изучения 

барьерной функции сосудов, доставки ле-

карств, иммунных реакций, сердечно-
сосудистых заболеваний [6-11]. Следует 

отметить, что в экспериментах in vitro воз-

можно использование двух типов клеточ-

ных линий: 1) первичные линии, способ-

ные к ограниченному числу пассажей; 2) 

«иммортализованные» линии, обладающие 

стабильным фенотипом в течение неогра-

ниченного числа клеточных делений. 
Одними из наиболее часто исполь-

зуемых линий являются эндотелиальные 

клетки пупочной вены человека (англ. 

human umbilical vein endothelial cells, 
HUVEC) [12,13]. Клеточная линия HUVEC 
имеет ряд преимуществ: достаточно про-

стые методы выделения и легкое культи-

вирование, а также их относительно низ-

кая стоимость [14]. Помимо HUVEC, в 

экспериментах in vitro используются 

клетки и других линий, такие как эндоте-

лиальные клетки артерий человека (англ. 

human arterial endothelial cells, HUAEC), 
клетки эндотелия капилляров кожи чело-

века (англ. human dermal microvascular 
endothelial cells, HMVEC), клетки эндоте-

лия микрососудов легких человека (англ. 

human pulmonary microvascular endothelial 
cells, HPMEC), эндотелиальные клетки 

большой подкожной вены человека (англ. 

human saphenous vein endothelial cells, 
HSVEC). Клетки этих линий  используют-

ся для создания экспериментальных моде-

лей в изучении сердечно-сосудистых забо-

леваний, включая расстройства, связанные 

с атеросклерозом, сахарным диабетом и 

пр., позволяют изучить механизмы эндоте-

лиальной дисфункции (ЭД), связанной с 

условиями окружающей среды, оксида-

тивным стрессом, гипоксией, воспалением 

и другими неблагоприятными условиями 

[15]. Несмотря на все преимущества вы-

шеуказанных клеточных линий, в первую 

очередь, HUVEC, и у них есть свои огра-

ничения в экспериментальных исследова-

ниях. Так, большинство патофизиологиче-

ских событий происходит на уровне мик-

рососудистого русла. Поиски успешной 

модели для изучения процессов, проте-

кающих в микрососудах, привели к полу-

чению клеточной линии человеческого 

микрососудистого эндотелия НМЕС-1 
(англ. human microvascular endothelial 
cells). Эти клетки сложно получить в чис-

той культуре, они требовательны к услови-

ям роста in vitro и имеют ограниченную 

продолжительность жизни. Для устране-

ния этих трудностей проводят иммортали-

зацию первичной культуры, что позволяет 

получить постоянную клеточную линию с 

устойчивым фенотипом и менее требова-

тельную к условиям культивирования [16]. 
С целью выделения и культивирова-

ния эндотелиальных клеток используются 

артерии, вены и периферическая кровь не 

только человека, но и животных. Напри-

мер, клетки эндотелия аорты собаки (англ. 

canine aortic endothelial cells, CnAOEC) 
используются для создания in vitro моде-

лей для изучения сердечно-сосудистых 

заболеваний, причем не только для иссле-

дований в области ветеринарии, но и для 

изучения отдельных механизмов клеточ-

ной физиологии и патофизиологии у че-

ловека. Так, Wills T.B., et al. (2009) иссле-

довали возможность использования стан-

дартного протокола иммуномагнитной 
изоляции для количественного определе-

ния субпопуляции циркулирующих эндо-

телиальных клеток – биомаркера повреж-

дения сосудов, и эндотелиальных клеток-
предшественников. В исследовании пока-

зано, что количество циркулирующих эн-
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дотелиальных клеток может коррелиро-

вать  с плазменными маркерами актива-

ции эндотелиальных клеток, таких как 

фактор фон Виллебранда, тромбомоду-

лин, тканевой фактор и растворимый Е-
селектин [17]. Другим примером исполь-

зования клеточных линий, полученных от 

животных, являются клетки эндотелия 

аорты крысы (англ. rat aortic endothelial 
cells, RAOEC), которые могут применять-

ся в in vitro изучении эндотелиальной 

дисфункции [18,19]. Клетки эндотелия 

капилляров мозга быка (англ. bovine brain 
microvascular endothelial cells, BBMVEC) 
используются в качестве модельных сис-

тем для изучения отдельных эндотелиаль-

ных факторов в патогенезе сложных сис-

темных заболеваний. Так, Mathew J., et al. 
(2014) изучали действие фактора роста 

фибробластов FGF-2 эндотелиоцитов на 

изменённые внеклеточные белки, в част-

ности, гликированный коллаген и β-
амилоидный белок, при сахарном диабете 

и болезни Альцгеймера. Были отмечены 

изменения в плазминогеновой системе, 

связанные с повышением ингибитора ак-

тиватора плазминогена-1 и усиленным 

специфическим связыванием витронектина 

с его рецептором-субъединицей β интег-

рина avβ5. Авторы показали, что дисфунк-

ция эндотелиальных клеток, особенно в 

процессе ангиогенеза, может способство-

вать развитию вышеуказанных заболева-

ний [20]. Эндотелиоциты, полученные от 

свиней, также широко используются в ла-

бораторных исследованиях, например, в 

оценке клеточной адгезии и биосовмести-

мости in vitro при изучении тканеинженер-

ных сосудистых протезов [21]. 
Все вышеперечисленные клеточные 

эндотелиальные линии, как человеческо-

го, так и животного происхождения ак-

тивно используются в рутинной научно-
исследовательской работе in vitro.  

Особенности культивирования  
эндотелиоцитов в 2D условиях  

Существуют общепринятые прото-

колы выделения и 2D культивирования 

эндотелиоцитов в монослое, которые мо-

гут быть видоизменены исследователями 

в зависимости от целей, задач и условий 

проведения эксперимента [22].  
На данный момент имеется широкий 

выбор культуральных сред, которые су-

щественно различаются по составу доба-

вок. В то время как некоторые среды до-

полнены отдельными рекомбинантными 

факторами роста, такими как EGF (эпи-

дермальный фактор роста, англ. epidermal 
growth factor), FGF2 (фактор роста фиб-

робластов 2, англ. fibroblast growth factor 
2), VEGF (сосудистый эндотелиальный 

фактор роста, англ. vascular endothelial 
growth factor) и IGF1 (инсулиноподобный 

фактор роста 1, англ. insulin-like growth 
factor 1), другие среды содержат комби-

нированные добавки ECGS (добавка для 

роста эндотелиальных клеток, англ. 

endothelial cell growth supplement), кото-

рые производятся из бычьего мозга – BBE 
(экстракт бычьего мозга, англ. bovine 
brain extract), гипофиза – BPE (экстракт 

бычьего гипофиза, англ. bovine pituitary 
extract) или гипоталамуса – BHE (экстракт 

бычьего гипоталамуса, англ. bovine hypo-
thalamus extract), богатые веществами, 

способствующими росту и пролиферации 

эндотелиоцитов. Помимо факторов роста, 

среда для культивирования эндотелиаль-

ных клеток может быть дополнена гидро-

кортизоном, может содержать L-
глютамин, гепарин, аскорбиновую кисло-

ту и циклический аденозинмонофосфат 

(АМФ). Поскольку рост, пролиферация, 

жизнеспособность и дифференцировка 

эндотелиальных клеток регулируются эн-

докринными факторами, все перечислен-

ные процессы могут модулироваться пи-

тательными средами и добавками [23,24]. 
In vivo пролиферация клеток ограничена 

эмбриональным и плацентарным развити-

ем, а также некоторыми процессами, про-

текающими во взрослом организме. Для 

эндотелиоцитов основным состоянием 

является пресинтетическая G0 фаза кле-

точного деления или состояние покоя. 

Следовательно, во время культивирования 

in vitro в питательной среде должны со-

держаться вещества, стимулирующие 

пролиферацию – ростовые факторы. 
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Примером работы с эндотелиоцита-

ми в рутинной лабораторной работе мо-

жет служить культивирование клеток, как 

артериального, так и венозного происхо-

ждения, в плотности не менее 10
4 

кл/см
2 в 

ростовой среде (например, DMEM/F12 
(среда Игла в модификации Дульбекко с 

добавлением питательных веществ (F-12), 
англ. Dulbecco's Modified Eagle Medium: 
Nutrient Mixture F-12) – или 199) с добав-

лением L-глутамина, 1% пенициллина/ 
стрептомицина, HEPES (4-(2-гидрокси-
этил)-1-пиперазинэтансульфоновая кисло-
та, англ. (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine-

ethanesulfonic acid), NaHCO3, факторов 

роста VEGF, EGF, bFGF, гепарина и эм-

бриональной (фетальной) телячьей сыво-

ротки. В своей ежедневной лабораторной 

работе мы, как правило, используем сле-

дующую ростовую среду для работы с эн-

дотеолиоцитами как венозного, так и ар-

териального происхождения до достиже-

ния искомой конфлюэнтности (70-80%): 
среда DMEM/F12, 10% фетальная бычья 

сыворотка, пенициллин-стрептомицин 

100мг/мл, факторы роста VEGF 3 нг/мл, 

EGF 0.4 нг/мл, FGF 10 нг/мл, 1% раствор 

Glutamax (рис. 1). 
 

 
 

Рис. 1. Пример 2 D культивирования. Эндотелиальные клетки пупочной вены человека 

(HUVEC) в двумерной монослойной культуре in vitro. Ув. × 200.  
Лаборатория клеточных технологий ЦНИЛ 

 
Удобной альтернативой для рутинной 

работы могут служить готовые ростовые 

среды для эндотелия, такие как ECGM (англ. 

Endothelial Cell Growth Medium, Cell Applica-
tions), либо добавки к базовой среде в виде 

бычьего питуитрального экстракта BPE. 

Процедуру замены среды осуществляют раз 

в одни-двое суток, культуры пассируют с 

использованием 0,25% раствора трипсина в 

плотности 100тыс.кл./см
2. Помимо факторов 

роста, таких как VEGF, FGF, EGF, условий 

атмосферы, субстрата и т.д. большое значе-

ние для роста клеток в культуре имеет мик-

рорельеф культуральной поверхности, а 

также тип и плотность лигандов, участвую-

щих в образовании фокальных адгезий. В 

условиях in vitro соотношение клеточных 

контактов, которое в организме определяет-

ся внеклеточным матриксом и субстратом, 

при 2D культивировании в монослое нару-

шается, что в итоге приводит к изменению 

морфологии и функциональных характери-

стик большинства клеточных культур, в том 

числе и эндотелия [25].  
Особенности культивирования  

эндотелиоцитов в 3D условиях 
Поскольку межклеточные взаимо-

действия играют решающую роль в регу-

ляции клеточной физиологии, в попытках 

воссоздать наиболее оптимальные усло-

вия роста, дифференцировки, пролифера-

ции и адгезии клеток были исследованы 
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различные компоненты межклеточного 

матрикса. Для этого эндотелиоциты высе-

вали в стандартные колбы для тканевых 

культур или на коллаген I типа, фибронек-

тин, ламинин, и выращивали в среде с низ-

ким содержанием сыворотки, содержащей 

различные факторы роста, включая bFGF, 
EGF или ECGS. Клетки, выращенные на 

коллагене I типа в течение пяти-семи дней, 

показали увеличение числа клеток в два-
четыре раза по сравнению с клетками, по-

сеянными на пластик, ламинин или фибро-

нектин. Митогенный эффект коллагена I 

был максимальным, когда EGF, ECGS и 

гепарин были включены в оптимизирован-

ную среду с низким содержанием сыво-

ротки. Однако для индукции дифференци-

ровки оптимальными внеклеточными мат-

рицами ECM (англ. extracellular matrices) 
были либо фибронектин, либо Corning 

Matrigel® Matrix, восстановленная базаль-

ная мембрана. Приближение условий 

культивирования in vitro к микроокруже-

нию in vivo способствует увеличению рос-

та и дифференцировки клеток, поддержа-

нию их естественной морфологии [26,27]. 
В настоящее время развиваются тех-

нологии трехмерного культивирования 

клеток (3D), в которых, в отличие от мо-

нослойного (2D) культивирования, клетки 

растут либо в трехмерном окружении, ли-

бо внутри матрикса или каркаса с трех-

мерной архитектурой [28]. Трехмерные 

условия культивирования гораздо ближе 

к нативным условиям, чем выращивание 

клеток в традиционных фласках или чаш-

ках Петри с плоским дном (2D). В живых 

организмах питание клеток и тканей 

обеспечивает обширная капиллярная сеть, 

которая формируется в процессе развития. 

Перфузионная система также необходима 

для формирования тканей in vitro для соз-

дания конструктов клинически значимых 

размеров [29]. Основной проблемой 3D 

культивирования является обеспечение 

доставки питательных веществ и кисло-

рода к клеткам. Формирование трубчатых 

сетей осуществляется различными мето-

дами. Одним из них является использова-

ние коллагеновых гелей животного про-

исхождения (коллагеновое сырье I типа 

хвостов крыс). Для этого эндотелиоциты 

диспергируют в трехмерном коллагено-

вом геле, подвергают воздействию росто-

вых факторов в присутствии низкого 

уровня сыворотки. В этих условиях клет-

ки организуются в течение 48 часов в сеть 

тонкостенных трубок, которые очень по-

хожи на нативные капилляры [30].   
Таким образом, при использовании 

технологии 3D культивирования с пра-

вильно подобранными составом, структу-

рой и механическими свойствами клетки 

могут формировать ткани и органоподоб-

ные структуры, повторяющие структуру и 
функции органа [31,32]. На сегодняшний 

день широко используется технология 3D 
культивирования на матрице под названи-

ем Матригель (англ. Matrigel™), которая 
представляет собой внеклеточный мат-

рикс, получаемый как продукт культиви-

рования опухолевых клеток саркомы ли-

нии Энгельберта-Хольма-Сворма EHS 
(англ. Engelbreth-Holm-Swarm). Выпуска-

ется в двух видах – содержащий факторы 

роста (англ. BD Matrigel™ Basement Mem-
brane Matrix) и лишенный факторов роста 

(англ. Matrigel® Growth Factor Reduced 
(GFR) Basement Membrane Matrix). Выбор 

конкретного вида матригеля зависит от це-

лей проводимого эксперимента. При ис-

пользовании Матригеля эндотелиоциты 

начинают образовывать тубулярные струк-

туры с образованием капиллярного про-

света и плотных контактов между клетка-

ми, что позволяет изучать особенности ан-

гиогенеза в условиях in vitro (рис. 2). 
Также существует протокол ведения 

3D культур, основанный на образовании 

«сэндвича» из матригеля. Метод заключа-

ется в формировании слоистой структуры: 

сначала формируют нижний слой – залива-

ют дно культуральной посуды матригелем, 

затем на нижний слой высевают культуру 

клеток, после добавляют верхний слой – 
смесь матригеля и среды для роста [33]. 

Альтернативой использованию Матригеля 

может выступать матрица Джелтрекс (англ. 

Geltrex™) – растворимая форма базальной 

мембраны, выделенная из опухолей линии  
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Рис. 2. Пример 3D культивирования. Образование капилляроподобных структур  
(тубулогенез) в культуре эндотелиоцитов HUVEC на матригеле, лишенном факторов  

роста. Ув. × 200. Лаборатория клеточных технологий ЦНИЛ 
 

EHS. Основные компоненты матрицы 

Geltrex™ включают в себя ламинин, колла-

ген IV, энтактин, гепарансульфат и проте-

огликаны. Она предназначена для роста и 

поддержания дифференцированных фено-

типов в различных клеточных культурах, 

включая первичные эпителиальные клетки, 

эндотелиальные клетки, клетки гладких 

мышц и индуцированные плюрипотентные 

стволовые клетки [34]. 
Несмотря на то, что проверенная 

временем 2D культура клеток оказалась 

ценным методом для клеточных исследо-

ваний, ее ограничения все чаще призна-

ются. 2D клеточная культура не позволяет 
учитывать естественное трехмерное ок-

ружение клеток. В результате данные, ко-

торые получаются при изучении 2D-
клеточных культур, в ряде случаев могут 

давать недостоверные результаты по 

сравнению с условиями 3D и in vivo. Сис-

темы 3D-культивирования клеток имеют 

более высокую степень организации, что 

приближает их к естественным условиям 

существования эндотелиоцитов [35]. 
При переходе от 2D к 3D культиви-

рованию одним из очевидных изменений 

является наличие механической среды, 

которая имеет важное значение для кле-

точной адгезии, распространения, мигра-

ции и дифференцировки клеток. Трехмер-

ные модели позволяют создавать опреде-

ленные условия миграции и проникнове-

ния различных веществ. Клетки в 3D 

культуре морфологически и физиологиче-

ски отличаются от клеток в 2D культуре. 

Именно дополнительная размерность 

трехмерных культур является критиче-

ской характеристикой, приводящей к раз-

личиям в клеточных реакциях, поскольку 

она не только влияет на пространствен-

ную организацию рецепторов клеточной 

поверхности, участвующих во взаимодей-

ствиях с окружающими клетками, но так-

же вызывает физические ограничения для 

клеток. Эти пространственные и физиче-

ские аспекты в трехмерных культурах 

влияют на передачу сигнала снаружи 

внутрь клетки и в конечном итоге влияют 

на экспрессию генов и поведение клеток. 

Большинство двумерных методов не мо-

гут поддерживать форму клетки, которая 

определяет биофизические сигналы, 

влияющие на активность клеток in vivo. 
3D методы обеспечивают равномерный 

доступ питательных веществ и факторов 

роста, присутствующих в среде, что при-

водит к гомогенному росту и пролифера-

ции. Жидкая среда в традиционной 2D-
культуре клеток не всегда позволяет под-

держивать желаемые концентрации и гра-

диенты факторов роста [36,37].  
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Переход от рутинного 2D культиви-

рования к 3D моделям является много-

обещающим, но возможность рутинного 

применения технологии и более высокая 
стоимость по-прежнему являются глав-

ными ограничениями в реализации этого 

перехода. Требуется дальнейшая работа 
для обеспечения оптимальных воспроиз-

водимости, методов считывания и автома-

тизации данных для создания стандарти-

зированных и проверенных трехмерных 

моделей клеточных культур.  
Эндотелиоциты, полученные из 

эмбриональных стволовых и индуциро-

ванных плюрипотентных стволовых 

клеток 
В последние декады существенные 

усилия по изучению сердечно-сосудистых и 

метаболических заболеваний в лаборатор-

ных условиях направлены на изучение 

стволовых клеток и эндотелиальных клеток-
предшественников. Эмбриональные стволо-

вые клетки (ЭСК, англ. embryonic stem cells, 
ESC) и индуцированные плюрипотентные 

стволовые клетки (ИПСК, англ. induced plu-
ripotent stem cells, iPSC) являются привлека-

тельными in vitro моделями в изучении эн-

дотелиальной дисфункции, ангиогенеза, а 

также в сфере тканевой инженерии. 
Различные линии клеток ЭСК и 

ИПСК по-разному реагируют на одни и те 

же факторы микроокружения. Диференци-

ровка плюрипотентных ЭСК в эндотели-

альные клетки (ЭК) обусловлена преиму-

щественно высокой плотностью посева 

клеток и передачей сигналов фибронекти-

новым матриксом, с минимальной зависи-

мостью от воздействия факторов роста, в 

частности, VEGF [38]. Несмотря на при-

влекательность ЭСК для исследователь-

ского и возможного клинического исполь-

зования благодаря плюрипотентности и 

неограниченной пролиферации, их приме-

нение имеет ряд ограничений, связанных 

как со сложностью переноса эксперимен-

тальной ситуации в клинические условия 

из-за возможного формирования тератом и 

изменения дифференцировки in vivo, так и 

с этическими проблемами, связанными с 

работой с человеческими эмбрионами. 

Альтернативой могут служить инду-

цированные плюрипотентные стволовые 

клетки, представляющие собой особый тип 

клеток, которые происходят путем пере-

программирования генома взрослых ство-

ловых клеток, таких как, например, дер-

мальные фибробласты, в плюрипотентное 

состояние. Эти клетки имеют много обще-

го с эмбриональными стволовыми клетка-

ми, и их перепрограммирование требует 

транскрипционных факторов OCT4, SOX2, 

KLF4, c-Myc, так называемых факторов, 

или «коктейля» Яманаки, в честь ученого-
первооткрывателя ИПСК [39]. ИПСК ха-

рактеризуются способностью к восстанов-

лению и дифференцировке в различные 

типы клеток, такие как гепатоциты, кар-

диомиоциты, эндотелиоциты, гемопоэти-

ческие клетки. Про ИПСК можно сказать, 

что они «открывают двери» новым мето-

дам изучения и  лечения многих заболева-

ний, особенно в области персонализиро-

ванной регенеративной медицины [40]. 
ЭК могут быть получены из ЭСК и 

ИПСК с помощью 3 основных методов: 
1) Во-первых, ЭСК и ИПСК можно 

дифференцировать в условиях, которые 

способствуют самоорганизации клеток в 

трехмерные эмбриоидные тела (ЭТ) в 

суспензионной культуре. Многочислен-

ные линии клеток будут появляться внут-

ри ЭТ, которые спонтанно подвергаются 

дифференцировке в 3 зародышевых слоя: 

эктодерму, эндодерму и мезодерму. 

Именно из подмножества мезодермы по-

являются как гемопоэтические, так и ЭК. 

ЭК самоорганизуются в сосудистые 

структуры внутри ЭТ. Добавление раз-

личных, упомянутых в данной статье, 
факторов роста будет способствовать уси-

лению дифференциации ЕС в рамках ЭТ.  
2) Во втором способе дифференци-

рование ЭСК и ИПСК совместно культи-

вируют с определенным типом стромаль-

ных клеток, чтобы способствовать диф-

ференцировке линии ЭК из мезодермы: 
клетки OP9 широко используются для со-

действия подобной дифференциации, и 

облегчают появление сердечной, крове-

творной, эндотелиальной и других линий.  
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3) Некоторые исследователи пред-

почитают дифференцировать ЭСК и 

ИПСК на планшетах, покрытых белковы-

ми субстратами (матригель, фибронектин, 

желатин или другие белки) с использова-

нием специфических культуральных сред 

с последовательно добавленными реком-

бинантными факторами роста [41].  
Независимо от того, какой из 3-х ме-

тодов выбран, из ЭСК и ИПСК происходят 

многочисленные линии клеток, при этом 

использование факторов роста и их ингиби-

торов, малых молекул и нейтрализующих 

антител используется для содействия обра-

зованию искомой клеточной линии. В це-

лом необходимо отметить, что использова-

ние моноклональных антител с целью 

идентификации определенных молекул 

клеточной поверхности или генетической 

маркировки ЭСК или ИПСК требуется для 

каждого из трех методов дифференцировки.  
Prasain N., et al. (2014) сообщают о 

возможности дифференцировать плюрипо-

тентные стволовые клетки человека в эн-

дотелиальные клетки со свойствами эндо-

телиальных колониеобразующих клеток 

пуповинной крови, что может позволить 

получить достаточное количество высоко-

пролиферативных клеток для восстановле-

ния функции эндотелия у пациентов с со-

судистыми заболеваниями: в эксперименте 

подобные клетки проявляли стабильный 

эндотелиальный фенотип с высоким кло-

нальным пролиферативным потенциалом и 

способностью формировать человеческие 

сосуды у мышей с целью восстановления 

функции ишемизированных сетчатки и ко-

нечностей [42]. В работе Lin Y., et al. 
(2017) опубликованы данные по способам 

оптимизации дифференциации ЭК из 

ИПСК [43]. Методика состоит в культиви-

ровании монослоя клеток на покрытой 

матрицей культуральной пластине с обра-

боткой различными молекулами или фак-

торами роста, с целью постепенной диф-

ференциации от ИПСК до мезодермы и, 

наконец, к линии ЭК. В некоторых прото-

колах меняются культуральная среда и 

факторы роста между стадиями мезодермы 

и эндотелия, другие подразумевают очи-

щение клеток мезодермы или незрелых ЭК 

путём обнаружения клеток, экспресси-

рующих маркеры KDR, CD34, MESP1, или 

CD3167 между этими двумя фазами.  
Манипулирование сигнальными пу-

тями, которые определяют дифференциа-

цию мезодермы из ИПСК, является общим 

для ряда систем разделения монослоев. 

Часто используются факторы Activin A, 
BMP4 и bFGF [44,45]. Для дальнейшего по-

вышения эффективности дифференциации 

ЭК от ИПСК требуется более глубокое по-

нимание развития эндотелиоцитов. Иссле-

дователи пытаются обнаружить новые сиг-

нальные пути или разработать новые усло-

вия для культивирования для улучшения 

дифференцировки ЭК [46]. Так, в работе 

Takeshi I., et al. (2017) сообщается о разра-

ботанном ими методе, который впоследст-

вии может стать ценной технологической 

основой для развития регенеративной ме-

дицины и трехмерной тканевой инженерии, 

представляющем собой дифференцировку 

ЭК из линий плюрипотентных стволовых 

клеток человека на основе двумерной мо-

нослойной культуры без сыворотки. В 

представленной методике осуществляется 

контроль направления дифференцировки от 

мезодермы к ЭК с использованием ступен-

чатой специфической стимуляции с помо-

щью VEGF и циклического АМФ [47]. 
В последнее десятилетие были раз-

работаны многочисленные методы диф-

ференцирования ЭК от ИПСК, рассмотрен 

потенциал применения ИПСК в регенера-

тивной медицине. Кроме того, создаются 
индивидуальные линии ИПСК для кон-

кретных пациентов; ЭК, дифференциро-

ванные от подобных линий, могут быть 
использованы для изучения и коррекции 

различных патологических состояний в 

рамках персонализированной медицины. 

Накопление знаний об эндотелиоцитах, 

полученных из ИПСК, оптимизация мето-

дик их получения и применения будут 

способствовать разработке новых страте-

гий изучения, диагностики и лечения сер-

дечно-сосудистых заболеваний. 
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Заключение 
Работа с эндотелиальными клетками 

in vitro позволяет проводить специфичные, 

доступные и подробные исследования раз-

личных заболеваний сердечно-сосудистой 

системы. Несмотря на все достоинства, 

данный вид исследований имеет ограниче-

ния, главным из которых является слож-

ность сопоставления результатов изучения 

патологических состояний в рамках лабо-

раторной работы и оценки биологии цело-

го организма в естественных физиологиче-

ских или патологических условиях. По-

этому чрезвычайно важно продолжить оп-

тимизировать in vitro методики работы с 

эндотелиальными клетками различного 

происхождения, в том числе от индуциро-

ванных плюрипотентных стволовых кле-

ток, что позволит разрабатывать и приме-

нять последовательные надежные проце-

дуры экстраполяции результатов in vitro 

исследований в условия in vivo. 
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