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Аннотация. Актуальной проблемой современной физиологии и медицины является выявление 
биологически активных молекул, влияющих на клеточные процессы пролиферации и апоптоза.  
В Санкт-Петербургском институте биорегуляции и геронтологии разработана технология выделения 
ряда полипептидных комплексов из различных органов и тканей телят, оказывающих стимулирующее 
влияние в культуре разных тканей организма на клеточную пролиферацию. В составе полипептидных 
комплексов содержатся короткие пептиды, имеющие сходную с полипептидами биологическую 
активность. Целью настоящего исследования было выявление действия коротких пептидов на 
клеточную пролиферацию в органотипической культуре тканей коры головного мозга, селезенки, 
печени молодых (3-месячных) и старых (18-месячных) крыс. При исследовании влияния в эффективных 
концентрациях трипептидов Glu-Asp-Arg, Glu-Asp-Pro, Glu-Asp-Leu и дипептидов Asp-Ser, Asp-Leu, 
Asp-Ala, Asp-Gly, Asp-Arg, Ala-Gly установлено, что эти пептиды статистически достоверно (p < 0,05) 
cтимулируют клеточную пролиферацию в эксплантатах коры головного мозга, печени, селезенки, 
как молодых, так и старых крыс. Полученные данные о коротких пептидах, стимулирующих клеточную 
пролиферацию в культивируемых тканях коры головного мозга, печени, селезенки молодых и старых 
организмов, создают базу для целенаправленной разработки новых лекарственных препаратов, том 
числе геропротекторов.

Ключевые слова: пролиферация, короткие пептиды, органотипическая культура тканей, кора головного 
мозга, селезенка, печень
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Abstract. Proliferation and apoptosis present an important research topic in modern physiology and medicine. 
Saint Petersburg Institute of Bioregulation and Gerontology developed the technology of extracting polypeptide 
complexes from different organs and tissues of the calf. These polypeptides stimulate cellular proliferation 
in culture of different tissues. A polypeptide complex contains short peptides that can possess the same 
biological activity. The goal of this investigation was to discover the effect of short peptides on cellular 
proliferation in organotypic culture of brain cortex, liver and spleen tissues of young (3 months) and old  
(18 months) rats. It was established that effective concentrations of peptides Glu-Asp-Arg, Glu-Asp-Pro, 
Glu-Asp-Leu and Asp-Ser, Asp-Leu, Asp-Ala, Asp-Gly, Asp-Arg, Ala-Gly stimulate statistically significant 
(p < 0.05 as compared with controls) cellular proliferation in explants of brain cortex, liver and spleen tissues 
of young and old rats. The obtained data create the basis for the development of new medicinal drugs, 
including geroprotectors.

Keywords: proliferation, short peptides, organotypic tissue culture, brain cortex, spleen, liver

Введение

Исследование механизмов регулирования 
многоклеточных систем и сложного равновес-
ного состояния между двумя основными физи-
ологическими процессами, пролиферацией  
и апоптозом, является актуальной задачей со-
временной физиологии и медицины. В регуляции 
этих процессов немаловажную роль играют 
низкомолекулярные вещества пептидной при-
роды, что создает предпосылки для их терапев-
тического применения (Katsamakas et al. 2017; 
Wang et al. 2018; Wu et al. 2020). В России созда-
ние лекарственных препаратов на основе корот-
ких пептидов начало активно развиваться  
с 1970-х гг. в Военно-медицинской академии 
им. С. М. Кирова. Затем оно продолжилось  
в Санкт-Петербургском институте биорегуляции 
и геронтологии, где была разработана техноло-

гия выделения ряда полипептидных комплексов 
(ППК) из различных органов и тканей телят, 
оказывающих стимулирующее влияние на кле-
точную пролиферацию в органотипической 
культуре соответствующих тканей эксперимен-
тальных животных (Хавинсон и др. 2013). ППК 
принимают участие в сигнальной трансдукции 
между различными типами клеток и регуляции 
физиологических процессов в организме.

Методами масс-спектрометрии и высоко-
эффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) было показано, что в составе полипеп-
тидных комплексов могут содержаться короткие 
пептиды, имеющие сходную с ними биологиче-
скую активность. Короткие пептиды являются 
минорными активными компонентами иссле-
дованных препаратов полипептидных комплек-
сов. Относительное содержание коротких пеп-
тидов составляет не более 0,6 мг/г. На основе 
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анализа аминокислотного состава экстрагиро-
ванных ППК, а также с применением метода 
ВЭЖХ, был сконструирован и синтезирован ряд 
коротких пептидов — ди- и трипептидов (Коз-
лов и др. 2016; Хавинсон и др. 2013). Биорегу-
ляторные пептиды, содержащиеся практически 
во всех тканях и органах, выполняют не только 
сигнальную роль, но и непосредственно уча-
ствуют в регуляции физиологических процессов, 
от отдельных специализированных функций  
до сложных поведенческих актов (Хавинсон и др. 
2019; Zalomaeva et al. 2020). В связи с этим акту-
альными являются исследования влияния ППК 
на ткани организма в различные возрастные 
периоды. Для быстрого скрининга биологической 
активности исследуемых веществ используется 
эффективный метод органотипического куль-
тивирования различных тканей организма (Кон-
цевая и др. 2012). В предпринятом ранее скри-
нинговом исследовании сравнительного действия 
ди-, три- и тетрапептидов и аминокислот, вхо-
дящих в их состав, на развитие органотипических 
культур тканей животных, было выявлено, что 
ди- и трипептиды занимали промежуточное 
положение между аминокислотами и тетрапеп-
тидами в отношении активного воздействия на 
процессы клеточной пролиферации и апоптоза 
(Хавинсон и др. 2015). В этой связи мы решили 
сосредоточиться на рассмотрении именно ди- и 
трипептидов.

Целью исследования было выявление дей-
ствия коротких пептидов на клеточную про-
лиферацию в культивируемых тканях коры го-
ловного мозга, селезенки, печени крыс 
различного возраста.

Материалы и методы

Работа проведена на крысах линии Вистар 
массой 200-250 г из ЦКП «Биоколлекция ИФ 
РАН для исследования интегративных механиз-
мов деятельности нервной и висцеральных 
систем». Экспериментальный протокол утверж-
ден Комиссией по гуманному обращению  
с животными Института физиологии 
им. И. П. Павлова РАН (№ 12/12 от «12» декабря 
2022 г.); работу проводили в соответствии  
с международными принципами биомедицинских 
исследований с использованием животных. 
Животных содержали в стандартных условиях 
вивария при свободном доступе к воде и пище 
и световом режиме 12:12 ч.

Проведено органотипическое культивирова-
ние тканей коры головного мозга, селезенки, 
печени в присутствии коротких пептидов — 
трипептидов Glu-Asp-Arg, Glu-Asp-Pro, Glu-

Asp-Leu и дипептидов Asp-Ser, Asp-Leu, Asp-Ala, 
Asp-Gly, Asp-Arg, Ala-Gly. Культивировали 
ткани молодых (2–3-месячных) и старых (18-ме-
сячных) крыс. В экспериментах использовано 
300 эксплантатов тканей коры головного мозга, 
350 эксплантатов селезенки и 300 эксплантатов 
печени крыс.

Для выделения и препарирования ткани ис-
пользовали бинокулярный стереоскопический 
микроскоп МБС-10. Для взятия материала и его 
препаровки применяли набор инструментов для 
глазной хирургии. Отпрепарированные в сте-
рильных условиях фрагменты тканей крыс раз-
деляли на более мелкие части величиной около 
1 мм3, которые помещали в чашки Петри с по-
лилизиновым покрытием дна. На дно одной 
чашки помещали 18–20 эксплантатов на рас-
стоянии 3 мм друг от друга. Для прикрепления 
эксплантатов к подложке герметически  
закрытые чашки Петри с эксплантатами поме-
щали в термостат при температуре 36,8  °С  
на 30 минут и заливали 3 мл питательной среды. 
Используемая культуральная среда (рН = 7,2) 
содержала 35% раствора Хенкса, 35% среды Игла, 
25% фетальной сыворотки теленка, глюкозу 
(0,6%), инсулин (0,5  ЕД/мл), гентамицин  
(100 ЕД/мл).

К каждой ткани добавляли те короткие пеп-
тиды, которые были синтезированы на основе 
ППК соответствующих тканей. В культуральную 
среду добавляли исследуемые пептиды в эффек-
тивных концентрациях — 1 нг/мл. В чашки 
Петри с экспериментальными эксплантатами 
добавляли 3 мл питательной среды с короткими 
пептидами в исследуемой концентрации,  
в чашки Петри с контрольными эксплантатами —  
3 мл питательной среды. Таким образом, экс-
плантаты экспериментальной и контрольной 
групп развивались в одинаковых объемах пи-
тательной среды. Культивирование эксплантатов 
тканей происходило в термостате при темпера-
туре 37 ± 0,1 °С, 5% СО2 в течение трех суток.

Рост эксплантатов ткани в органотипической 
культуре исследовали прижизненно с помощью 
фазово-контрастного микроскопа. Для количе-
ственной оценки влияния исследуемых препа-
ратов использовали морфометрический метод 
и пакет программ «PhotoM 1.2». Рассчитывали 
индекс площади (ИП) как отношение площади 
всего эксплантата, включая периферическую 
зону роста, к площади центральной зоны.  
За условную единицу площади принимали ква-
драт окуляр-сетки микроскопа. Сторона ква-
драта при увеличении 3,5 × 10 равнялась 150 мкм. 
Значения ИП выражали в процентах по сравне-
нию со значениями ИП контрольных эксплан-
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татов, которые принимали за 100%. Достовер-
ность различий ИП контрольных и экспе- 
риментальных образцов оценивали с помощью 
t-критерия Стьюдента (р < 0,05). Для проверки 
нормальности распределения применяли кри-
терий Шапиро — Уилка.

Результаты и обсуждение

При исследовании влияния в эффективных 
концентрациях трипептидов Glu-Asp-Arg, Glu-
Asp-Pro, Glu-Asp-Leu и дипептидов Asp-Ser, 
Asp-Leu, Asp-Ala, Asp-Gly, Asp-Arg, Ala-Gly  
на ткани крысы установлено, что эти пептиды 
статистически достоверно (p < 0,05 по сравнению 
с контролем) стимулируют клеточную проли-
ферацию в эксплантатах коры головного мозга, 
печени, селезенки, как молодых, так и старых 
крыс.

Так, при добавлении в культуральную среду 
пептидов Glu-Asp-Arg и Asp-Ser ИП эксплан-

татов коры головного мозга молодых крыс 
увеличивался на 23–25%, ИП эксплантатов 
старых крыс увеличивался на 19,5–20% по срав-
нению с контролем (табл. 1).

При добавлении в культуральную среду пеп-
тидов Glu-Asp-Leu и Asp-Leu ИП эксплантатов 
печени молодых крыс увеличивался на 22–28%, 
ИП эксплантатов старых крыс увеличивался  
на 20–21% по сравнению с контролем (табл. 2).

При добавлении в культуральную среду пеп-
тидов Glu-Asp-Pro, Asp-Ala, Asp-Gly, Asp-Arg, 
Ala-Gly ИП эксплантатов селезенки молодых 
крыс увеличивался на 20–29%, ИП эксплантатов 
старых крыс увеличивался на 19,5–23% по срав-
нению с контролем (табл. 3).

Таким образом получена целостная картина 
влияния ди- и трипептидов, стимулирующих 
развитие клеточной пролиферации в тканях 
коры головного мозга, печени, селезенки крыс. 
ИП эксплантатов тканей от молодых крыс  
в целом был несколько выше (20–29%), чем ИП 

Табл. 1. Влияние пептидов Glu-Asp-Arg и Asp-Ser на клеточную пролиферацию в эксплантатах коры головного мозга

Пептиды
Кора головного мозга

Индекс площади (ИП, %)
Молодые крысы Старые крысы

Glu-Asp-Arg 25 ± 3%* 20 ± 1%*
Asp-Ser 23 ± 5%* 19,5 ± 1%*

Примечание: * — отличия по сравнению с индексом площади в контроле (р < 0,05).

Table 1. Effect of Glu-Asp-Arg and Asp-Ser peptides on cellular proliferation in cortical explants

Peptides
Brain cortex

Area index (AI, %)
Young rats Old rats

Glu-Asp-Arg 25 ± 3%* 20 ± 1%*
Asp-Ser 23 ± 5%* 19.5 ± 1%*

Note: *— differences against the area index in the control group (p < 0.05).

Табл. 2. Влияние пептидов Glu-Asp-Leu и Asp-Leu на клеточную пролиферацию в эксплантатах печени

Пептиды
Печень

Индекс площади (ИП, %)
Молодые крысы Старые крысы

Glu-Asp-Leu 28 ± 5%* 21 ± 3%*
Asp-Leu 22 ± 3%* 20 ± 1%*

Примечание: * — отличия по сравнению с индексом площади в контроле (р < 0,05).

Table 2. Effect of Glu-Asp-Leu and Asp-Leu peptides on cellular proliferation in liver explants

Peptides
Liver

Area index (AI, %)
Young rats Old rats

Glu-Asp-Leu 28 ± 5%* 21 ± 3%*
Asp-Leu 22 ± 3%* 20 ± 1%*

Note: *— differences against the area index in the control group (p < 0.05).
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эксплантатов тканей старых крыс (19,5–23%). 
Однако достоверных различий не обнаружено, 
что может свидетельствовать о положительном 
влиянии исследуемых веществ на клеточную 
пролиферацию вне зависимости от возраста.

Ранее нами было показано, что действие  
на селезенку трипептида Glu-Asp-Arg в услови-
ях ослабления магнитного поля (ОМП) вызыва-
ло угнетение клеточного роста. Очевидно одно-
временное влияние двух стимулирующих 
факторов (ОМП + пептид) приводит к их синер-
гическому эффекту, и в культивируемых тканях 
происходят процессы контактного торможения, 
т. е. угнетения клеточной пролиферации (Ива-
нова и др. 2021). Этот факт необходимо учитывать 
при разработке схем терапевтического воздей-
ствия, включающих сочетанное действие фак-
торов.

В данной работе нами был сделан акцент  
на исследование максимально коротких пепти-
дов, содержащих две или три аминокислоты. 
Отмечается, что именно состав аминокислот 
определяет свойства белковых молекул (Aftabud-
din 2007). В предыдущих работах при исследо-
вании влияния кодируемых аминокислот  
в органотипической культуре тканей крыс  

(Чалисова и др. 2011; 2021) было показано, что 
стимулирующее влияние на клеточную проли-
ферацию коры головного мозга оказывает аспа-
рагиновая кислота (aspartic acid, Asp), которая 
содержится во всех исследованных трипептидах 
и подавляющем большинстве дипептидов.  
В качестве предшественника для синтеза нукле-
отидов аспарагиновая кислота необходима для 
пролиферации клеток. Это согласуется с лите-
ратурными данными, свидетельствующими, что 
аспартат стимулирует пролиферацию клеток. 
Сигнальные пути, посредством которых изме-
няется биосинтез аспартата для контроля роста 
клеток, остаются преимущественно неизвест-
ными, хотя в последнее время выявлено, что 
HIF1α подавляет образование аспартата путем 
изменения метаболизма глутамина (Meléndez-
Rodríguez et al. 2019). Это вполне созвучно новым 
данным китайских исследователей, показавших, 
что аспартат способствует пролиферации  
и дифференцировке путем регуляции метабо-
лизма и динамики митохондрий (Wang et al. 
2022). В настоящее время признано, что био-
синтез аспартата в значительной степени регу-
лируется митохондриальным метаболизмом, 
включая дыхание и обмен глутамина в раковых 

Табл. 3. Влияние пептидов Glu-Asp-Pro, Asp-Ala, Asp-Gly, Asp-Arg, Ala-Gly на клеточную пролиферацию  
в эксплантатах селезенки

Пептиды
Селезенка

Индекс площади (ИП, %)
Молодые крысы Старые крысы

Glu-Asp-Pro 29 ± 7%* 23 ± 3%*
Asp-Ala 20 ± 1%* 19,5 ± 1%*
Asp-Gly 25 ± 5%* 21 ± 3%*
Asp-Arg 21 ± 3%* 20 ± 1%*

Ala-Gly 27 ± 5%* 22 ± 3%*

Примечание: * — отличия по сравнению с индексом площади в контроле (р < 0,05).

Table 3. Effect of Glu-Asp-Pro, Asp-Ala, Asp-Gly, Asp-Arg, Ala-Gly peptides on cellular proliferation  
in splenic explants

Peptides
Spleen

Area index (AI, %)
Young rats Old rats

Glu-Asp-Pro 29 ± 7%* 23 ± 3%*
Asp-Ala 20 ±1%* 19.5 ± 1%*
Asp-Gly 25 ± 5%* 21 ± 3%*
Asp-Arg 21 ± 3%* 20 ± 1%*
Ala-Gly 27 ± 5%* 22 ± 3%*

Note: *—differences against the area index in the control group (p < 0.05).
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клетках. Поэтому в условиях подавления мито-
хондриального метаболизма (мутации, гипоксия 
или химические ингибиторы) аспартат может 
стать ограничивающим фактором для роста 
опухоли и выживания раковых клеток. При-
мечательно, что доступность аспартата связана 
с чувствительностью или устойчивостью к раз-
личным терапевтическим препаратам (Helenius 
et al. 2021).

В состав исследуемых трипептидов также 
входит глутаминовая кислота (glutamic acid, 
Glu). Известно, что глутамат способствует про-
лиферации клеток путем активации двух раз-
личных сигнальных путей, связанных с селек-
тивными подтипами глутаматных рецепторов. 
Гарсиа с соавторами показали, что глутамат 
стимулирует пролиферацию клеток пигмент-
ного эпителия сетчатки (retinal pigment epithelium, 
RPE), а также фосфорилирование ERK и CREB 
(García et al. 2008). Однако сочетание с другими 
аминокислотами в составе дипептидов приво-
дит к обратному эффекту. Так, дипептиды  
глутамилсерин, глутамилпролин и глутамил-
триптофан проявляют выраженную антипро-
лиферативную активность в линии раковых 
клеток WiDr (Silveira-Dorta et al. 2015). Очевид-
но, действие отдельных аминокислот и содер-
жащих их коротких пептидов может носить 
разнонаправленный характер.

Важно отметить, что все изученные трипеп-
тиды характеризуются сочетанием аспарагино-
вой кислоты и глутаминовой кислоты. В нашем 
исследовании эти трипептиды стимулировали 
клеточную пролиферацию в различных культу-
рах тканей. На первый взгляд, это противоречит 
имеющимся данным, что комбинация аспара-
гиновой кислоты и глутаминовой кислоты при-
водит к повышенной антипролиферативной 
активности и ингибированию Akt фосфорили-
рования (Kobayashi et al. 2015; Yamaguchi et al. 
2016). Данная комбинация может быть полезна 
для индукции гибели опухолевых клеток и ис-
пользована в качестве терапевтического агента 
для лечения рака. Однако необходимо учитывать, 
что в составе исследуемых трипептидов аспа-
рагиновая и глутаминовая кислоты сочетались 
с третьей аминокислотой — пролином, лейци-
ном или аргинином. Это может влиять на ха-
рактер воздействия данных веществ на клеточ-
ную пролиферацию. Дипептиды Asp-Leu  
и Asp-Arg также проявляли пролиферативную 
активность. Относительно действия отдельных 
аминокислот имеются данные, что лейцин может 
усиливать пролиферацию клеток через PI3K/
Akt/GSK-3α/β-катениновый путь (Coëffier et al. 
2011), а также посредством активации mTORC1 

сигнального пути (Dai et al. 2015). Показано 
увеличение клеточной пролиферации и под 
влиянием пролина (Ding et al. 2020; Westbrook 
et al. 2022). К подобным эффектам приводило  
и добавление аргинина к культурам различных 
клеток, включая иммунные (Crowther et al. 2022) 
и клетки эндометрия (Greene et al. 2013).  
Интересны новые данные португальских ис-
следователей, обнаруживших, что отсутствие 
одновременно лейцина и аргинина снижает 
пролиферацию эмбриональных стволовых кле-
ток мыши посредством остановки клеточного 
цикла (Correia et al. 2022).

Таким образом, содержащиеся в полипеп-
тидных комплексах ди- и трипептиды могут 
усиливать клеточную пролиферацию за счет 
различных сочетаний ряда аминокислот. Оче-
видно, именно сочетание аминокислот опреде-
ляет характер действия коротких пептидов, что 
обусловливает необходимость изучения их 
физиологических эффектов.

Заключение

Прогресс клинической медицины во многом 
зависит от исследований, проводимых на уров-
не биологически активных молекул (Мендже-
рицкий и др. 2012; Fedoreyeva et al. 2011). Уста-
новлено, что синтезированные короткие 
пептиды обладают свойствами природных 
пептидных биорегуляторов. Многолетние кли-
нические исследования показали, что индиви-
дуальный подбор пептидных биорегуляторов 
позволяет осуществлять эффективную профи-
лактику, лечение различных заболеваний  
и значительно улучшать качество жизни (Тро-
фимова, Трофимова 2015). Более того, короткие 
пептиды оказывают специфическое действие  
в значительно более низких концентрациях  
по сравнению с пептидными экстрактами,  
не вызывая побочных эффектов, как и кодиру-
емые аминокислоты. В то же время показано, 
что аминокислоты и их производные способны 
разнонаправленно влиять на клеточную про-
лиферацию (Chalisova et al. 2019). В связи с этим 
полученные данные о коротких пептидах, сти-
мулирующих клеточную пролиферацию куль-
тивируемых тканей коры головного мозга, пе-
чени, селезенки молодых и старых организмов, 
создают базу для целенаправленной разработки 
новых лекарственных препаратов, том числе 
геропротекторов (Хавинсон 2020). Эти препа-
раты могут быть использованы для усиления 
регенеративных процессов при патологии тка-
ней печени, нервной и иммунной систем.
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