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Основные положения
• Предварительное заселение эндотелиальными клетками внутренней поверхности тканеин-

женерных сосудов малого диаметра, как предполагается, может служить эффективным способом 
профилактики тромбозов. Остается дискуссионным вопрос о выборе оптимального источника 
эндотелиальных клеток для использования в тканевой инженерии. В работе рассмотрены особен-
ности культуры колониеформирующих эндотелиальных клеток, полученных из периферической 
крови пациентов с ишемической болезнью сердца, в сравнении со зрелыми эндотелиальными 
клетками из коронарной артерии. 

ВЛИЯНИЕ НАПРЯЖЕНИЯ СДВИГА НА СВОЙСТВА 
КОЛОНИЕФОРМИРУЮЩИХ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК В СРАВНЕНИИ 

С ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫМИ КЛЕТКАМИ КОРОНАРНЫХ АРТЕРИЙ

Цель
Изучение влияния ламинарного потока на морфологические и функциональ-
ные особенности зрелых эндотелиальных клеток и колониеформирующих 
эндотелиальных клеток, полученных из периферической крови.

Материалы 
и методы

Первичные эндотелиальные клетки коронарной артерии приобретены у Cell 
Applications (США). Колониеформирующие эндотелиальные клетки полу-
чали из периферической крови пациентов с ишемической болезнью серд-
ца, перенесших чрескожное коронарное вмешательство. Клетки выделяли с 
использованием градиента фиколла, культивировали в культуральной среде 
EGM-2MV, содержащей 5% фетальной бычьей сыворотки. Клетки, соста-
вившие экспериментальную группу, культивировали в планшетах µ-Luer в 
перфузионной системе, создававшей напряжение сдвига в 3 дин/см2. Время 
культивирования – 2 суток. Клетки контрольной группы культивировали в 
статических условиях. По окончании культивирования проводили иммуно-
флуоресцентное окрашивание на маркеры CD31, KDR/CD309, CD144, фак-
тор фон Виллебранда, коллаген IV типа, F-актин.

Результаты

И в статике, и в условиях ламинарного потока колониеформирующие эндо-
телиальные клетки и эндотелиальные клетки коронарных артерий сохраняли 
высокую плотность и жизнеспособность. Напряжение сдвига стимулиро-
вало изменение фенотипа колониеформирующих эндотелиальных клеток в 
направлении зрелых эндотелиальных клеток, в частности значимое увели-
чение экспрессии KDR/CD309 и CD31. Действие ламинарного потока сни-
жало синтез фактора фон Виллебранда, стимулировало синтез коллагена IV 
типа. Напряжение сдвига способствовало развитию структурных перестроек 
клеток в ответ на трансдукцию, выразившуюся в изменении ориентации фи-
брилл F-актина в соответствии с направлением потока.

Заключение
Колониеформирующие эндотелиальные клетки демонстрировали характер-
ный ответ на действие напряжения сдвига, заключавшийся в изменении мор-
фологии, фенотипа и секреторной активности клеток, сравнимый с таковым 
у эндотелиальных клеток коронарных артерий.

Ключевые слова Тканевая инженерия • Напряжение сдвига • Колониеформирующие 
эндотелиальные клетки • Эндотелиальные клетки коронарных артерий
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Aim
To study the effect of laminar flow on the morphological and functional 
characteristics of mature endothelial cells and peripheral blood-derived endothelial 
colony-forming cells.

Methods

Coronary artery endothelial cells were purchased from the Cell Applications, 
Inc. Colony-forming endothelial cells were obtained from the peripheral blood 
of patients with coronary artery disease who underwent percutaneous coronary 
intervention. The cells were isolated using a Ficoll gradient and cultured in 
EGM-2MV culture medium containing 5% fetal bovine serum. The cells of the 
experimental group were cultured in µ-Luer plates in a perfusion system with 
a shear stress of 3 dyn/cm2. The cultivation time was 2 days. The cells of the 
control group were cultured under static conditions. At the end of the cultivation 
we performed immunofluorescent staining for CD31, KDR/CD309, CD144, vWF, 
type IV collagen, F-actin.

Results

Colony-forming endothelial cells and coronary artery endothelial cells retained 
high density and viability both under static and laminar flow conditions. Shear 
stress stimulated a change in the phenotype of colony-forming endothelial cells 
towards a mature endothelial cells, in particular, a significant increased the 
expression of KDR/CD309 and CD31. The action of laminar flow reduced the 
synthesis of von Willebrand factor, stimulated the synthesis of type IV collagen. 
Shear stress promoted the development of structural rearrangements in cells in 
response to transduction, which manifested in a change in F-actin fibrils orientation 
on the flow direction.

Conclusion
Colony-forming endothelial cells showed a characteristic response to the action 
of shear stress, consisting in a change in morphology, phenotype, and secretory 
activity of cells, comparable to that of coronary artery endothelial cells.

Keywords Tissue engineering • Shear stress • Colony-forming endothelial cells • Coronary 
artery endothelial cells
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Highlights
• It is assumed that pre-colonization by endothelial cells of the inner surface of tissue-engineered 

vessels of small diameter can serve as an effective way to prevent thrombosis. The question of choosing 
the optimal source of endothelial cells for use in tissue engineering remains debatable. The paper 
considers the features of the culture of colony-forming endothelial cells obtained from the peripheral 
blood of patients with coronary heart disease, in comparison with mature endothelial cells from the 
coronary artery.
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EFFECTS OF SHEAR STRESS ON THE PROPERTIES OF COLONY-FORMING 
ENDOTHELIAL CELLS IN COMPARISON WITH CORONARY ARTERY 

ENDOTHELIAL CELLS
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Введение
Важную роль в лечении ишемической болез-

ни сердца и ее осложнений занимает коронарное 
шунтирование. При этом аортокоронарное шунти-

рование остается наиболее частой кардиохирурги-
ческой операцией во всем мире, что подчеркива-
ет актуальность данного метода [1]. Вместе с тем 
существенным недостатком данной процедуры

Список сокращений
ECFC – колониеформирующие 

эндотелиальные клетки (endothelial 
colony-forming cells)

HCAEC – эндотелиальные клетки коронарных 
артерий человека (human coronary 
artery endothelial cells)
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является ограниченная доступность используемых 
аутологичных материалов вследствие сопутству-
ющих заболеваний или ранее перенесенных вме-
шательств [2]. Это диктует необходимость созда-
ния искусственных кондуитов. В настоящее время 
наиболее перспективным подходом признана раз-
работка тканеинженерных кровеносных сосудов. 
Использование различных материалов позволяет 
добиться высокой прочности и биосовместимости 
конструктов, кроме того, возможно создание кар-
каса из биодеградируемых полимеров, который в 
дальнейшем будет замещаться собственными тка-
нями организма.

Исследования показали, что одной из наиболее 
существенных проблем, препятствующих приме-
нению тканеинженерных протезов сосудов малого 
диаметра, являются тромбозы [3–5]. Естественная 
профилактика тромбообразования заключается в 
формировании эндотелиального монослоя на по-
верхности протеза [6], но поскольку тромбообразо-
вание запускается в короткое время после контакта 
крови с полимерной поверхностью, это приводит к 
необходимости эндотелизации протеза до его им-
плантации в кровеносное русло.

Предварительное заселение и культивирование 
клеток на поверхности протеза в специальных ус-
ловиях – один из основных подходов в тканевой 
инженерии. Исследования в данной области под-
разумевают выбор режимов культивирования и по-
иск оптимальных источников аутологичных клеток. 
Внимание исследователей привлекают колоние-
формирующие эндотелиальные клетки (endothelial 
colony-forming cells, ECFC), которые вследствие вы-
сокого ангиогенного и пролиферативного потенциа-
ла признаны подходящей клеточной популяцией для 
использования в тканевой инженерии [7]. ECFC мо-
гут быть получены из различных источников, одна-
ко морфологические и функциональные особенно-
сти ECFC из разных тканей до конца не выяснены. 
Очевидно, что с точки зрения применения в ткане-
вой инженерии сосудов особенно важно понимание 
их реакции на воздействие напряжения сдвига.

Целью работы явилось изучение влияния ла-
минарного потока на морфологические и функци-
ональные особенности ECFC, полученных из пери-
ферической крови, в сравнении с эндотелиальными 
клетками коронарных артерий. 

Материалы и методы
Культивирование клеток
Для эксперимента использовали коммерческую 

культуру эндотелиальных клеток коронарных ар-
терий человека (human coronary artery endothelial 
cells, HCAEC) и культуру ECFC человека, получен-
ных из периферической крови пациентов с ишеми-
ческой болезнью сердца.

 Первичные эндотелиальные клетки коронарной 

артерии приобретены у Cell Applications (300K-05a, 
США). Согласно информации производителя, клет-
ки получены из артерий здоровых доноров с крио-
консервацией на втором пассаже (500 000 клеток в 
базальной среде MesoEndo Cell Basal Medium (Cell 
Applications, США), содержащей 10% фетальной 
телячьей сыворотки и 10% диметилсульфоксида). 
Клетки размораживали и культивировали в среде 
для роста клеток MesoEndo Cell Growth Medium 
(Cell Applications, США). 

Периферическую кровь для выделения куль-
туры ECFC получали у пациентов, проходивших 
лечение в НИИ КПССЗ. Дизайн исследования одо-
брен локальным этическим комитетом (ID 657459, 
утвержден 28 октября 2016 г.). Все участники пре-
доставили письменное информированное согласие 
до набора. Всего в исследование было включено 8 
пациентов мужского пола с ишемической болезнью 
сердца, направленных на чрескожное коронарное 
вмешательство. Критериями включения в иссле-
дования явились возраст от 50 до 70 лет, предше-
ствующие операции на сердце или чрескожное 
коронарное вмешательство. Критерии исключе-
ния: возраст старше 70 лет, острые ишемические 
процессы, сопутствующие опухолевые и гематоло-
гические заболевания, активное воспаление, ауто-
иммунные заболевания, постинфарктный кардио-
склероз. Подробная характеристика включенных 
в исследование больных приведена в более ранней 
публикации [8].

ECFC получали по модифицированному прото-
колу M. Kolbe с соавт. [9]. Клетки выделяли с ис-
пользованием градиента фиколла (Histopaque 1077, 
Sigma, США), отмывали фосфатно-солевым буфе-
ром (PBS, Gibco, Thermo Fisher Scientific, США). 
Клетки ресуспендировали в культуральной среде 
EGM-2MV (Lonza, Швейцария), содержащей 5% 
фетальной бычьей сыворотки (HyClone, США), и 
высеивали на покрытые коллагеном культураль-
ные флаконы. Через неделю клетки пересеивали 
на планшеты, покрытые фибронектином. Дальней-
ший пересев производили по достижении 70–80% 
конфлюентности.

Культивирование в ламинарном потоке
HCAEC и ECFC заселяли в планшеты µ-Luer 

(IBIDI, Германия) в концентрации 1 млн клеток/
мл согласно инструкции производителя. Перед экс-
периментом клетки культивировали в планшетах в 
течение ночи для формирования монослоя. Затем 
планшеты промывали средой для удаления неадге-
зировавших клеток и подключали в перфузионную 
систему IBIDI. Параметры движения культураль-
ной среды в перфузионной системе обеспечивали 
действие на клетки напряжения сдвига величиной 
5 дин/см2. Клетки культивировали в условиях не-
прерывного ламинарного потока в течение 2 суток.
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В качестве контроля использовали клетки, культиви-
рованные в течение аналогичного срока в планшетах 
µ-Luer в статических условиях. Замену среды в кон-
трольных планшетах производили дважды в день. 

Иммунофлуоресцентный анализ
После завершения культивирования проводи-

ли иммунофлуоресцентное исследование. Клетки 
предварительно фиксировали 4% параформальде-
гидом. Для окрашивания внутриклеточно локали-
зованных маркеров клетки пермеабилизировали 
обработкой 0,1% Тритоном X-100 (Sigma, США) 
в течение 15 мин. Далее образцы инкубировали 
с первичными антителами к CD31 (MA5-13188, 
Invitrogen, США), CD309/KDR (ab2349), коллагену 
IV типа (ab6586), CD144/VE-кадгерину (ab33168) 
в течение ночи при 4 °С, затем со вторичными ан-
тителами (антитела козы к IgG кролика, конъю-
гированные с AlexaFluor488, A11034, Invitrogen; 
антитела козы к IgG мыши, конъюгированные с 
AlexaFluor568, А-11031, Invitrogen) и конъюгиро-
ванными с FITC антителами к фактору фон Вилле-
бранда (ab6994) (все антитела производства Abcam, 
Великобритания, если не указано иное). В качестве 
контроля использовали образцы, обработанные 1% 
бычьим сывороточным альбумином, вместо пер-
вичных антител с сохранением общего протокола 
окрашивания. Также проводили окрашивание ме-
ченым с AlexaFluor-555 фаллоидином для выявле-
ния F-актина. Контрастирование ядер выполнено 
4′,6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI) (Sigma, 
США) в концентрации 10 мкг/мл. 

Результаты анализировали с помощью конфо-
кального микроскопа LSM-700 (Carl Zeiss, Герма-
ния). Количественный анализ полученных изобра-
жений проводили с помощью программы ImageJ. 
Для оценки плотности клеточной популяции счи-
тали количество ядер клеток в поле зрения, окра-
шенных красителем DAPI. Полученное значение 
пересчитывали на 1 мм2 площади. Для иммунофлу-
оресцентно окрашенных образцов вычисляли сред-
нюю интенсивность флуоресцентного сигнала или 
процент положительно окрашенной площади. При 
анализе F-актина вычисляли направление ориента-
ции волокон.

Статистический анализ
Статистическую обработку полученных резуль-

татов проводили в программе GraphPad Prism 7 
(GraphPad Software, США). Для оценки межгруп-
повых различий использовали two-way ANOVA, 
предварительно для определения возможности 
применения указанного анализа оценивали со-
ответствие данных нормальному распределению 
(тест Колмогорова – Смирнова) и равенство дис-
персий выборок (тест Брауна – Форсайта). Значе-
ния p<0,05 признавали статистически значимыми. 

Результаты
По результатам анализа количества клеток на 

единицу площади поверхности показано, что не-
зависимо от условий культивирования HCAEC и 
ECFC сохраняли конфлюентный слой (рис. 1). При 
этом наблюдали статистически значимые отличия 
плотности клеточной популяции между культура-
ми HCAEC и ECFC, причем число HCAEC превы-
шало количество ECFC в 1,8–2,5 раза (p = 0,00001). 
Значимых отличий внутри культуры между стати-
ческими и динамическими условиями культивиро-
вания не выявлено.

Далее изучены особенности реакции HCAEC и 
ECFC на воздействие напряжения сдвига в отноше-
нии фенотипа, секреторной активности и адгезии 
клеток к поверхности. Культуры HCAEC и ECFC 
экспрессировали эндотелиальные маркеры СВ309/
KDR и CD31 (рис. 2). Однако отмечены существен-
ные различия в выраженности эндотелиального 
фенотипа и реакции клеток на действие потока. 
Так, культура HCAEC характеризовалась высо-
ким значением экспрессии маркера CD309/KDR в 
статических условиях; под действием напряжения 
сдвига его экспрессия увеличивалась, что выра-
жалось в усилении флуоресцентного сигнала в 1,2 
раза. При этом в культуре ECFC экспрессия CD309/
KDR в статических условиях была в 3 раза ниже, 
чем у HCAEC; напряжение сдвига также вызывало 
усиление сигнала в 1,4 раза. Все отличия статисти-
чески значимы (р = 0,0001).

При анализе экспрессии СD31 отмечали другие 
тенденции. Так, в отличие от CD309/KDR напряжение

Рисунок 1. Оценка плотности культур HCAEC и ECFC в 
статических условиях (статика) и в условиях ламинарного 
потока под воздействием напряжения сдвига в 5 дин/см2 
(динамика): А – окраска ядерным красителем DAPI (4′,6-ди-
амидино-2-фенилиндол), репрезентативные микрофотогра-
фии, увеличение ×200, масштабная линейка 50 мкм; B – ко-
личественный анализ плотности популяции. Каждая точка 
на графиках показывает результаты с одного поля зрения 

Figure 1. Density of HCAEC and ECFC cultures under static 
conditions (“Static”) and under laminar flow conditions, shear 
stress of 5 dyn/cm2 (“Dynamics”). A – staining with DAPI 
(4', 6-diamidino-2-phenylindole), representative micrographs, 
magnification ×200, scale bar 50 μm; B – quantitative analysis of 
population density, each dot represents a count from one image

Примечание: ECFC – колониеформирующие эндотелиальные 
клетки; HCAEC – эндотелиальные клетки коронарных 
артерий человека.

Note: ECFC – endothelial colony-forming cells; HCAEC – 
human coronary artery endothelial cells.
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сдвига снижало экспрессию данного маркера в 
культуре HCAEC (уменьшение интенсивности 
сигнала в 1,2 раза, р = 0,0043). В культуре ECFC 
экспрессия CD31 более выражена, интенсивность 
сигнала была выше в 1,5 раза (р = 0,0001). Как и в 
случае с CD309/KDR, в культуре ECFC наблюдали 
увеличение экспрессии CD31 под действием пото-
ка (увеличение сигнала в 1,1 раза, р = 0,0001).

При оценке окрашивания VE-кадгерина (CD144) 
продемонстрировано, что во всех случаях клетки 
формировали плотный слой с хорошо выражен-
ными межклеточными контактами (рис. 3). Экс-
прессия маркера была более выражена в культуре 
ECFC (интенсивность сигнала выше в 1,5 раза, р 
= 0,0001). Культура HCAEC характеризовалась от-
носительно невысоким уровнем секреции фактора 
фон Виллебранда, снижавшегося под воздействи-
ем потока (р = 0,0001). Напротив, в культуре ECFC 
уровень данного показателя был в 2,4 раза выше, 
но он также уменьшался в условиях действия на-
пряжения сдвига (р = 0,0001).

Синтетическая активность клеток оценена по 
уровню продукции коллагена IV типа. Показано, 
что и HCAEC, и ECFC активно синтезировали кол-
лаген, образовывавший во всех культурах сплош-
ное покрытие (рис. 4, А, B). Между HCAEC и CFEC 
не наблюдали количественных различий по уровню 
продукции коллагена, однако действие ламинарно-
го потока значимо (р = 0,0001) увеличивало син-

тетическую активность в обеих культурах клеток. 
Не отмечено выраженного изменения морфологии 
(«вытягивания») клеток под воздействием потока 
как у HCAEC, так и ECFC. Однако анализ F-актина 
продемонстрировал, что при культивировании кле-
ток в условиях ламинарного потока их направление 
меняется – с уменьшением разброса и формирова-
нием преобладающей ориентации. Данная тенден-
ция наблюдалась и у HCAEC, и у ECFC (рис. 4, С).

Обсуждение
Разработка технологии создания эндотелизиро-

ванного сосудистого протеза ставит перед иссле-
дователями комплексные задачи, включающие как 
работы с каркасом протеза, так и его органической 
частью – выбор оптимального источника клеток 
для заселения протеза, определение режима куль-
тивирования, который будет обеспечивать наиболь-
шую сохранность клеточного монослоя. 

Необходимость использования проточного био-
реактора на этом этапе практически не вызывает 
сомнений, поскольку обусловлена физиологиче-
скими особенностями эндотелиальных клеток. 
Известно, что имитация тока крови является необ-
ходимым фактором для поддержания нормальной 
жизнедеятельности эндотелия [10]. Помимо этого, 
поскольку в тканевой инженерии целесообразно 
использование незрелых прогениторных клеток с 
учетом их высокого пролиферативного потенциала,

Рисунок 2. Иммунофлуоресцентное окрашивание культур 
HCAEC и ECFC в статических условиях (статика) и в ус-
ловиях ламинарного потока под воздействием напряжения 
сдвига в 5 дин/см2 (динамика) на эндотелиальные маркеры 
CD309/KDR (зеленый цвет) и CD31 (красный цвет), ядра 
клеток окрашены DAPI: А – репрезентативные микрофото-
графии, увеличение ×200, масштабная линейка 50 мкм; B 
– количественный анализ. Каждая точка на графиках пока-
зывает результаты с одного поля зрения

Figure 2. Immunofluorescent staining of CD309/KDR (green), 
CD31 (red) of HCAEC and ECFC cultures under static conditions 
(“Static”) and under laminar flow conditions, shear stress of 5 
dyn/cm2 (“Dynamics”). Cell nuclei are stained with DAPI. A – 
representative photomicrographs, magnification ×200, scale bar 
50 μm; B – quantitative analysis. Each dot represents a count 
from one image

Примечание: ECFC – колониеформирующие эндотелиальные 
клетки; HCAEC – эндотелиальные клетки коронарных 
артерий человека.

Note: ECFC – endothelial colony-forming cells; HCAEC – 
human coronary artery endothelial cells.

Рисунок 3. Иммунофлуоресцентное окрашивание культур 
HCAEC и ECFC в статических условиях (статика) и в ус-
ловиях ламинарного потока под воздействием напряжения 
сдвига в 5 дин/см2 (динамика) на эндотелиальные маркеры 
vWF (зеленый цвет) и CD144 (красный цвет), ядра клеток 
окрашены DAPI: А – репрезентативные микрофотографии, 
увеличение ×200, масштабная линейка 50 мкм; B – количе-
ственный анализ. Каждая точка на графиках показывает ре-
зультаты с одного поля зрения

Figure 3. Immunofluorescent staining of VWF (green), CD144 
(red) of HCAEC and ECFC cultures under static conditions 
(“Static”) and under laminar flow conditions, shear stress of 5 
dyn/cm2 (“Dynamics”). Cell nuclei are stained with DAPI. A – 
representative photomicrographs, magnification ×200, scale bar 
50 μm; B – quantitative analysis. Each dot represents a count 
from one image

Примечание: ECFC – колониеформирующие эндотелиальные 
клетки; HCAEC – эндотелиальные клетки коронарных 
артерий человека; vWF – фактор фон Виллебранда.

Note: ECFC – endothelial colony-forming cells; HCAEC – human 
coronary artery endothelial cells; vWF – von Willebrand factor. 
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Рисунок 4. Иммунофлуоресцентное окрашивание культур HCAEC и 
ECFC в статических условиях (статика) и в условиях ламинарного по-
тока под воздействием напряжения сдвига в 5 дин/см2 (динамика) на 
коллаген IV типа (зеленый цвет) и F-актин (красный цвет), ядра кле-
ток окрашены DAPI: А – репрезентативные микрофотографии, увели-
чение ×200, масштабная линейка 50 мкм; B – количественный анализ 
синтеза коллагена. Каждая точка на графиках показывает результа-
ты с одного поля зрения, аналогичного представленному на рисунке 
А; C – диаграммы, демонстрирующие преобладающую ориентацию 
волокон F-актина в поле зрения. Столбцы соответствуют частотам 
распределения ориентации волокон по направлениям, линии графика 
показывают преобладающее направление для каждого образца

Figure 4. Immunofluorescent staining of type IV collagen (green) and 
F-actin (red) of HCAEC and ECFC cultures under static conditions 
(“Static”) and under laminar flow conditions, shear stress of 5 dyn/cm2 
(“Dynamics”). Cell nucleus are stained with DAPI. A – representative 
photomicrographs, magnification ×200, scale bar 50 μm; B – quantitative 
analysis of collagen synthesis. Each dot represents a count from one 
image. C – Orientation of F-actin fibers in the field of view. The columns 
correspond to the frequencies of the fiber orientation distribution by 
direction, the graph lines show the prevailing direction for each sample

Примечание: ECFC – колониеформирующие эндотелиальные клетки; 
HCAEC – эндотелиальные клетки коронарных артерий человека.

Note: ECFC – endothelial colony-forming cells; HCAEC – human 
coronary artery endothelial cells.

воздействие напряжения сдвига важно для стиму-
ляции созревания этих клеток [11].

Вместе с тем не существует единого представ-
ления об оптимальных параметрах ламинарного по-
тока при формировании клеточнозаселенных ткане-
инженерных протезов. Известно, что физиологиче-
ские значения напряжения сдвига, которым подвер-
гаются эндотелиальные клетки, лежат в диапазоне 
5–20 дин/см2 [12], в том числе для эндотелиальных 
клеток коронарных артерий – 7–10 дин/см2 [13]. Од-
нако многие исследователи в эксперименте исполь-
зуют гораздо меньшие параметры [14, 15], чтобы 
избежать разрушения потоком несформированного 
эндотелиального слоя на поверхности протеза. Из 
этих соображений нами в эксперименте выбраны 
параметры потока, обеспечивающие действие на 
клетки напряжения сдвига величиной 5 дин/см2, по-
скольку такие параметры позволяют успешно пред-
культивировать эндотелиальный слой на поверхно-
сти каркаса, не допуская его смывания.

При анализе плотности клеточной попу-
ляции определено значимо большее коли-
чество клеток на 1 мм2 в культуре HCAEC 
по сравнению с ECFC. Тем не менее обе 
культуры формировали плотный монос-
лой; выявленные различия объясняются 
разницей морфологии клеток, поскольку 
колониеформирующие клетки значительно 
крупнее HCAEC. Отсутствие в обеих куль-
турах различий между статическим культи-
вированием и культивированием в потоке 
демонстрирует устойчивость сформиро-
ванного эндотелиального монослоя.

При анализе маркеров эндотелиального 
фенотипа отмечены выраженные различия 
между культурами. Так, особенностью коло-
ниеформирующих клеток стала значительно 
повышенная, по сравнению с HCAEC, экс-
прессия CD31 и CD144, пониженная – CD309/
KDR. При этом воздействие напряжения 
сдвига на колониеформирующие клетки вы-
зывало ожидаемую для эндотелиальных кле-
ток реакцию в виде увеличения экспрессии 
CD31 и CD309/KDR. Это согласуется с ре-
зультатами исследований, показывающими, 
что даже относительно невысокие значения 
напряжения сдвига стимулируют экспрессию 
специфических эндотелиальных маркеров и 
являются мощным стимулом эндотелиальной 
дифференцировки клеток [16, 17].

Стоит отметить, что действие потока на 
HCAEC выражалось в усилении экспрессии 
CD309/KDR, но уменьшении CD31. По-ви-
димому, это связано с низким, для клеток ко-
ронарных артерий, значением напряжения 
сдвига. В ряде исследований показано, что 
напряжение сдвига ниже физиологических

значений ассоциировано с нарушением функцио-
нирования эндотелия [18]. 

Несмотря на то что, по литературным данным, 
напряжение сдвига стимулирует синтез эндотели-
альными клетками фактора фон Виллебранда [19], 
в нашем эксперименте наблюдали его значимое 
уменьшение при культивировании HCAEC и ECFC 
в условиях ламинарного потока. Известно, что 
фактор фон Виллебранда является важным ком-
понентом системы гемостаза, а роль напряжения 
сдвига заключается не только в стимулировании 
его выработки, но и изменении его конформации 
и доступности для ADAMTS-13-опосредованного 
расщепления на более мелкие формы [20]. С дру-
гой стороны, дефицит фактор фон Виллебранда ас-
социирован с усилением ангиогенеза, пролифера-
ции и миграции эндотелиальных клеток [21]. В со-
вокупности это свидетельствует о необходимости 
применения более высоких значений напряжения
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сдвига на поздних этапах формирования тканеин-
женерного протеза сосуда для нормализации син-
тетической активности и адаптации к физиологи-
ческим параметрам.

Кроме того, исследована синтетическая актив-
ность клеток в отношении коллагена IV типа. Пока-
зано, что HCAEC и ECFC не отличались по уровню 
выработки коллагена, а также демонстрировали оди-
наковую реакцию на действие напряжения сдвига, 
стимулировавшего его синтез. Поскольку коллаген 
IV типа выступает одним из основных компонентов 
базальной мембраны [22], образование в экспери-
менте его плотного покрытия может рассматривать-
ся как благоприятный признак с точки зрения эндо-
телизации тканеинженерных протезов сосудов. 

Специфической реакцией эндотелиальных кле-
ток на действие напряжения сдвига является изме-
нение формы и ориентации клеток. В нашем экспе-
рименте морфологические отличия и характерное 
вытягивание вдоль потока жидкости были слабо 
выражены, что объясняется высокой плотностью 
клеточного слоя и низким значением стимула. Тем 
не менее зарегистрированы значительные цито-
скелетные перестройки, в частности отражаемые 
ориентацией F-актина. Анализ ориентации воло-
кон F-актина показал, что при культивировании в 
статических условиях клетки ориентированы хао-
тично. При культивировании в потоке наблюдалась 
преимущественная ориентация волокон F-актина по 
направлению потока, при этом эта тенденция была 
характерна для всех полей зрения. Подобная пере-
стройка наблюдалась в культурах HCAEC и ECFC. 

Заключение
Можно заключить, что в условиях ламинарного 

потока ECFC демонстрируют характерный ответ 
на действие напряжения сдвига, заключающийся 
в изменении морфологии, фенотипа и секреторной 
активности клеток. Несмотря на некоторые особен-
ности этой популяции, в целом изменения анало-
гичны тем, которые показали в эксперименте эн-
дотелиальные клетки коронарных артерий. Таким 
образом, ECFC из периферической крови представ-
ляются перспективным материалом для использо-
вания в тканевой инженерии кровеносных сосудов.
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