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Аннотация. Одной из актуальных задач современной физиологии и медицины является исследование 
биологически активных веществ, которые могут усиливать клеточные процессы пролиферации 
в различных органах позвоночных, прежде всего  человека. Пролиферация, обеспечивающая 
восстановление и поддержание тканей, критически важна для органов дыхательной системы, в том 
числе для регенерации слизистой оболочки дыхательных путей после повреждений, таких как 
воспаление или травмы, и для обновления клеточного состава, необходимого для нормального 
функционирования дыхательной системы. Учитывая ключевую роль дыхательной системы 
в жизнеобеспечении организма и её уязвимость перед различными факторами, актуальна разработка 
новых средств поддержки. Пептидная терапия является перспективным и активно развивающимся 
направлением, нацеленным на восстановление функций органов дыхания на клеточном уровне. 
Целью исследования было выявление действия коротких пептидов на клеточную пролиферацию 
в органотипической культуре тканей органов дыхательной системы — лёгких, бронхиальной артерии, 
бронхах крыс. Установлено, что тетрапептид Ala-Asp-Glu-Arg и трипептид Lys-Glu-Asp стимулируют 
клеточную пролиферацию всех исследованных органов. Трипептид Ala-Glu-Asp приводит к увеличению 
индекса площади в культуре ткани бронхов и лёгких, а Glu-Asp-Gly — только в культуре ткани лёгких. 
Эти данные создают базу для целенаправленной разработки новых лекарственных препаратов, 
приводящих к восстановлению функций органов дыхательной системы.

Ключевые слова: клеточная пролиферация, короткие пептиды, органотипическая культура тканей, 
лёгкие, бронхи, бронхиальная артерия
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Abstract. A central objective in modern physiology and medicine is the identification of biologically active 
substances capable of enhancing cellular proliferation in vertebrate organs, including those of humans. 
Proliferation is essential for tissue repair and homeostasis — processes critical to the respiratory system. 
These include the regeneration of the airway epithelium following injury or inflammation and the continual 
cellular turnover required for normal pulmonary function. Given the respiratory system’s vital role and its 
susceptibility to damage, developing novel supportive therapies is of significant importance. Peptide-based 
therapy represents a promising approach for restoring respiratory function at the cellular level. This study 
aimed to characterize the effects of short peptides on cell proliferation within organotypic cultures of the 
rat respiratory system, specifically lung, bronchial artery, and bronchial tissues. The tetrapeptide Ala-Asp-
Glu-Arg and the tripeptide Lys-Glu-Asp were found to stimulate cellular proliferation in all the examined 
tissues. The tripeptide Ala-Glu-Asp increased the proliferative area index in bronchial and lung tissue 
cultures, whereas Glu-Asp-Gly exerted this effect only in lung tissue culture. These findings provide 
a foundation for the targeted development of novel therapeutics aimed at restoring respiratory system 
function.

Keywords: cell proliferation, short peptides, organotypic tissue culture, lungs, bronchi, bronchial artery

Введение

Актуальной проблемой биологии и медици-
ны является проблема регуляции физиологи-
ческих функций различных органов млекопи-
тающих, прежде всего человека. Регуляторные 
механизмы возникли в процессе эволюции 
в результате различных биохимических реакций, 
после этого возникла гормональная и нервная 
регуляция жизнедеятельности органов и их 
систем, в том числе органов дыхательной  
системы.

Патологии дыхательной системы крайне 
распространены и входят в пятёрку основных 
причин заболеваемости и смертности во всем 
мире. Особое место занимают хронические за-
болевания, такие как астма и хроническая об-

структивная болезнь лёгких (ХОБЛ). В России 
по итогам 2023 года по данным Министерства 
здравоохранения общая заболеваемость насе-
ления болезнями органов дыхания составила 
более 59,8 млн человек (409 случаев на 1000 че-
ловек) (Горобцов 2024). Также широкое рас-
пространение имеют инфекционные забо- 
левания, например грипп и пневмония. Заболе-
ваемость гриппом в России в 2023 году состави
ла 244,9 тыс. человек (Горобцов 2024). В России 
на сегодняшний день наблюдается рост заболе-
ваемости внебольничной пневмонией. Внеболь-
ничная пневмония часто развивается как ос-
ложнение после вирусной инфекции или при 
бактериальной инвазии. Наиболее тяжело болезнь 
протекает у пожилых людей и у лиц с сопут
ствующими патологиями. Своевременная  
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диагностика и корректно подобранная терапия 
позволяют предотвратить дальнейшее ухуд-
шение функции лёгких и улучшить качество 
жизни пациентов. В этой связи крайне акту-
альным направлением исследований является 
поиск биологически активных веществ, улуч-
шающих работу дыхательной системы.

Для исследования биологически активных 
веществ одним из наиболее демонстративных 
и быстрых методов является методика органо-
типического культивирования различных тканей 
(Ivanova et al. 2018). В Санкт-Петербургском 
институте биорегуляции и геронтологии была 
разработана технология выделения из тканей 
различных органов телят полипептидных ком-
плексов (ППК), оказывающих стимулирующее 
влияние на клеточную пролиферацию в орга-
нотипической культуре тканей эксперименталь-
ных животных. В свою очередь, из ППК воз-
можно выделение содержащихся в них коротких 
пептидов, обладающих такой же активностью 
(Журкович и др. 2020; Хавинсон и др. 2013).

Целью представленного исследования было 
выявление методом органотипического куль-
тивирования действия коротких пептидов — 
тетрапептида Ala-Asp-Glu-Arg и трипептидов 
Lys-Glu-Arg, Glu-Asp-Gly, Ala-Glu-Asp, Lys-Glu-
Asp — на клеточную пролиферацию тканей 
органов дыхательной системы крыс.

Материалы и методы

Проведено органотипическое культивиро-
вание тканей лёгкиx, бронхов, бронхиальной 
артерии крыс линии Вистар из ЦКП «Биокол-
лекция ИФ РАН для исследования интегратив-
ных механизмов деятельности нервной и вис-
церальных систем». Животных содержали 
в стандартных условиях вивария при свободном 
доступе к воде и пище и световом режиме  
12:12 ч. Культивировали ткани трёхмесячных 
крыс массой 200 г.

В экспериментах использовано 230 эксплан-
татов лёгких, 200 эксплантатов бронхов и 210 экс-
плантатов бронхиальной артерии крыс. Для 
выделения и препарирования ткани использо-
вали бинокулярный стереоскопический микро-
скоп МБС-10. Взятие и препаровку материала 
проводили в стерильных условиях с помощью 
набора инструментов для глазной хирургии. 
Отпрепарированные фрагменты тканей крыс 
разделяли на более мелкие части размером 
около 1 мм3, которые помещали в чашки Петри 
с полилизиновым покрытием дна. В каждую 
чашку помещали 18–20 эксплантатов на рас-
стоянии 3 мм друг от друга. Для прикрепления 

эксплантатов к подложке герметически закры-
тые чашки Петри помещали в термостат при 
температуре 36,8 °С на 30 мин и заливали 3 мл 
питательной среды. Используемая культураль-
ная среда (рН = 7,2) содержала 35% раствора 
Хенкса, 35% среды Игла, 25% фетальной сыворот
ки телёнка, глюкозу (0,6%), инсулин (0,5 ЕД/мл), 
гентамицин (100 ЕД/мл).

Исследовали влияние на лёгкие, бронхи 
и бронхиальную артерию в культуре ткани крыс 
коротких пептидов — тетрапептида Ala-Asp-
Glu-Arg и трипептидов Lys-Glu-Arg, Glu-Asp-Gly, 
Ala-Glu-Asp, Lys-Glu-Asp. В чашки Петри с экс-
периментальными эксплантатами добавляли 
3 мл питательной среды, содержавшей исследуе
мые пептиды в эффективных концентрациях  
1 нг/мл; в чашки Петри с контрольными экс-
плантатами — 3 мл питательной среды. Культи-
вирование эксплантатов тканей происходило 
в термостате при температуре 37±0,1 °С, 5% СО2 
в течение трёх суток.

Рост эксплантатов ткани в органотипической 
культуре исследовали прижизненно с помощью 
фазово-контрастного микроскопа. Количе-
ственную оценку влияния исследуемых пре-
паратов осуществляли посредством морфоме-
трического метода с использованием пакета 
программ «PhotoM 1.2». Индекс площади (ИП) 
рассчитывали как отношение площади всего 
эксплантата, включая периферическую зону 
роста, к площади центральной зоны. За услов-
ную единицу площади принимали квадрат 
окуляр-сетки микроскопа (сторона квадрата 
при увеличении 3,5 × 10 составляла 150 мкм). 
Значения ИП выражали в процентах по срав-
нению со значениями ИП контрольных экс-
плантатов, которые принимали за 100%. Для 
оценки достоверности различий ИП контроль-
ных и экспериментальных образцов применя-
ли t-критерий Стьюдента (р < 0,05). Статисти-
ческую обработку производили с помощью 
пакета программ Microsoft Excel. Для проверки 
нормальности распределения использовали 
критерий Шапиро — Уилка.

Результаты и обсуждение

В культуре ткани лёгких крыс ИП статисти-
чески достоверно увеличивался по сравнению 
с контролем при действии следующих пептидов: 
тетрапептида Ala-Asp-Glu-Arg — на 30%, три-
пептида Ala-Glu-Asp — на 25%, трипептида 
Lys-Glu-Asp — на 24% и трипептида Glu-Asp-
Gly — на 21% (табл. 1). При этом значимых раз-
личий между изменением ИП при действии 
разных пептидов не выявлено.
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В культуре ткани бронхов наблюдалось ста-
тистически достоверное увеличение ИП на 24% 
при действии трипептида Lys-Glu-Asp, на 20% — 
при действии Ala-Glu-Asp и на 28% — при дей-
ствии тетрапептида Ala-Asp-Glu-Arg по срав-
нению с контролем (табл. 2). Отличия между 
изменением ИП при действии разных пептидов 
не являлись достоверными.

Наименьший стимулирующий эффект по-
казан для культуры ткани бронхиальной артерии 
крыс. Достоверный рост ИП по сравнению 
с контролем отмечен только при действии те-
трапептида Ala-Asp-Glu-Arg (на 31%) и трипеп-
тида Lys-Glu-Asp (на 23%) (табл. 3). Изменение 
ИП под влиянием три- и тетрапептида досто-
верно не отличалось.

Табл. 1. Влияние пептидов на индекс площади (ИП, %) эксплантатов лёгких

Пептиды ИП, %

Ala-Asp-Glu-Arg +30 ± 3*
Lys-Glu-Asp +24 ± 5*
Glu-Asp-Gly +21 ± 3*
Lys-Glu-Arg +5 ± 2
Ala-Glu-Asp +25 ± 4*

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

Table 1. Effect of peptides on the area index (AI, %) in lung explants

Peptides AI, %

Ala-Asp-Glu-Arg +30 ± 3*
Lys-Glu-Asp +24 ± 5*
Glu-Asp-Gly +21 ± 3*
Lys-Glu-Arg +5 ± 2
Ala-Glu-Asp +25 ± 4*

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

Табл. 2. Влияние пептидов на индекс площади (ИП, %) эксплантатов бронхов

Пептиды ИП, %

Ala-Asp-Glu-Arg +28 ± 7*
Lys-Glu-Asp +24 ± 5*
Glu-Asp-Gly +3 ± 1
Lys-Glu-Arg +5 ± 2
Ala-Glu-Asp +20 ± 6*

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

Table 2. Effect of peptides on the area index (AI, %) in bronchial explants

Peptides AI, %

Ala-Asp-Glu-Arg +28 ± 7*
Lys-Glu-Asp +24 ± 5*
Glu-Asp-Gly +3 ± 1
Lys-Glu-Arg +5 ± 2
Ala-Glu-Asp +20 ± 6*

Note: * — differences compared to the area index in the control (p < 0.05).
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Таким образом, исследованный тетрапептид 
Ala-Asp-Glu-Arg стимулировал клеточную про-
лиферацию всех исследованных органов, как 
и трипептид Lys-Glu-Asp. Трипептид Ala-Glu-Asp 
приводил к увеличению ИП в культуре ткани 
бронхов и лёгких, а Glu-Asp-Gly — только в куль-
туре ткани лёгких. Трипептид Lys-Glu-Arg ока-
зался неактивен в отношении клеточной про-
лиферации исследуемых органов дыхательной 
системы крыс.

В предыдущих исследованиях показано сти-
мулирующее влияние отдельных коротких пеп-
тидов на клеточную пролиферацию различных 
тканей крысы (Иванова и др. 2022; Чалисова 
и др. 2023b; 2024a; 2024b). В представленной 
здесь работе был сделан акцент на исследовании 
эффекта коротких пептидов на клеточную про-
лиферацию органов дыхательной системы.

Вполне закономерен в этом контексте на-
блюдаемый нами для трипептида Lys-Glu-Asp 
эффект стимуляции клеточной пролиферации 
в культуре тканей лёгких, бронхов и бронхиаль-
ной артерии крыс. Трипептид Lys-Glu-Asp (ве-
зуген) выделен из пептидного препарата сосудов 
Славинорм. Он стимулирует рост эксплантатов 
стенки периферической артерии крыс in vitro 
и способствует восстановлению микроцирку-
ляции, укреплению стенок капилляров, повышая 
их резистентность и проницаемость (Хавинсон 
2020). Данный трипептид достаточно активно 
влияет на клеточную пролиферацию различных 
тканей. Так, в исследовании Хавинсона с соав-

торами (2015) он стимулировал клеточную 
пролиферацию в культуре тканей подкорковых 
структур головного мозга, предстательной же-
лезы и печени, при этом наблюдалось угнетаю-
щее влияние для эксплантатов миокарда. Кроме 
того, добавление в культуральную среду везу-
гена приводило к увеличению ИП в культуре 
ткани семенников и почек (Чалисова и др. 2023а), 
культуре клеток кожи (Voicekhovskaya et al. 2012), 
усилению пролиферации и ингибированию 
апоптоза в органотипических культурах клеток 
нейроиммуноэндокринной системы (Chalisova 
et al. 2012). Нами недавно также показано, что 
он достоверно стимулирует пролиферацию со-
судов крысы (Чалисова и др. 2024а). Очевидно, 
что добавление везугена, улучшающего микро-
циркуляцию, будет благотворно сказываться 
на пролиферации тканей с активным крово
снабжением, в том числе органов дыхательной 
системы, для которых микроциркуляция имеет 
критическое значение.

Данный пептид обладает вазопротекторным 
действием и эффективен для лечения атеро-
склероза и других сердечно-сосудистых забо-
леваний у людей пожилого возраста. Показано, 
что он нормализует экспрессию эндотелина-1, 
которая повышается при атеросклерозе и ре-
стенозе (Козлов и др. 2016). Эндотелин-1 об-
ладает бронхоконстрикторными свойствами, 
что может объяснять связь между повышением 
уровня сывороточного эндотелина-1 и дисфунк-
цией дыхательных путей (Low et al. 2018).  

Табл. 3. Влияние пептидов на индекс площади (ИП, %) эксплантатов бронхиальной артерии

Пептиды ИП, %

Ala-Asp-Glu-Arg +31 ± 7*
Lys-Glu-Asp +23 ± 5*
Glu-Asp-Gly +3 ± 1
Lys-Glu-Arg +7 ± 3
Ala-Glu-Asp +2 ± 0,5

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

Table 3. Effect of peptides on the area index (AI, %) in bronchial artery explants

Peptides AI, %

Ala-Asp-Glu-Arg +31 ± 7*
Lys-Glu-Asp +23 ± 5*
Glu-Asp-Gly +3 ± 1
Lys-Glu-Arg +7 ± 3
Ala-Glu-Asp +2 ± 0.5

Note: * — differences compared to the area index in the control (p < 0.05).
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Кроме того, он индуцирует экспрессию фактора 
роста соединительной ткани в фибробластах 
лёгких человека, являющегося ключевым медиа
тором фиброза дыхательных путей при астме 
(Hua et al. 2023). Также эндотелин-1 снижает 
уровень FGFR4, основного рецептора FGF19, 
обладающего антифибротическими свойствами 
не только в лёгких, но в и печени (Ghanem et al. 
2024). Эти новые данные крайне интересны 
в сопоставлении с упомянутыми результатами 
Хавинсона с соавторами, согласно которым 
везуген стимулирует клеточную пролиферацию 
в культуре ткани печени (Хавинсон и др. 2015), 
что позволяет предположить защитный эффект 
везугена в отношении сверхэкспрессии эндоте-
лина-1 как в дыхательной, так и в других систе-
мах органов.

Трипептид Ala-Glu-Asp выделен из пептид-
ного препарата хрящей Хондролюкс. Ранее по-
казано усиление роста эксплантатов фрагментов 
хрящевой ткани проксимальной головки бедрен-
ной кости крыс in vitro (Рыжак и др. 2019), а так-
же подкорковых структур головного мозга и мио
карда (Хавинсон и др. 2015) под действием 
Ala-Glu-Asp. В культуре мезенхимальных ство-
ловых клеток эмбрионального костного мозга 
человека он стимулирует экспрессию NFκB, 
играющего ключевую роль в регуляции иммун-
ного ответа, воспаления, выживания клеток и их 
дифференцировки (Ashapkin et al. 2020). В нашем 
исследовании он стимулировал пролиферацию 
в культуре ткани бронхов и легких, что вполне 
закономерно, так как хрящ является структурной 
основой крупных бронхов, обеспечивая под-
держание просвета дыхательных путей, необхо-
димого для непрерывного потока воздуха.

Трипептид Glu-Asp-Gly (хонлутен) выделен 
из пептидного препарата бронхов Лангопепт. 
Он способствует восстановлению функциональ-
ной активности, регенерации и повышению 
резистентности эпителия бронхов при различ-
ных патологиях и старении (Хавинсон 2020). 
В нашем исследовании он стимулировал про-
лиферацию в культуре ткани лёгких. Однако 
ранее выявлен его пролиферирующий эффект 
и на другие ткани: сосудов и мышц (Иванова 
и др. 2022), а также подкорковых структур го-
ловного мозга и поджелудочной железы (Хавин-
сон и др. 2015; Чалисова и др. 2023а). Также 
показано участие этого трипептида в регуляции 
экспрессии антиоксидантных и противовос-
палительных белков (Khavinson et al. 2012), 
играющих ключевую роль в борьбе с вирусными 
инфекциями.

В этой связи перспективен поиск новых 
агентов, способствующих восстановлению функ-

ций органов дыхания не только на структурно-
функциональном уровне, как три рассмотренных 
выше коротких пептида, но и задействуя раз-
личные сигнальные пути. Хотя в литературе 
недостаточно данных о действии трипептида 
Lys-Glu-Arg, изучение его возможных эффектов 
на дыхательную систему весьма интересно, так 
как последовательность Lys-Glu-Arg являет со-
бой сайт рестрикции гемагглютинина вируса 
птичьего гриппа H7N9, представляющего серь
ёзную угрозу общественному здоровью (Landreth 
et al. 2020). Однако нам не удалось показать 
влияния данного трипептида на клеточную 
пролиферацию органов дыхательной системы 
крыс.

Аналогичным образом крайне недостаточно 
представлены в литературе исследования с ис-
пользованием тетрапептида Ala-Asp-Glu-Arg. 
Тем не менее в нашей работе данный пептид 
продемонстрировал выраженный стимулирую-
щий эффект на клеточную пролиферацию в куль-
туре тканей лёгких, бронхов и бронхиальной 
артерии крыс, что позволяет говорить о пер-
спективности дальнейших исследований.

Заключение

В настоящее время исследование различных 
биорегуляторных пептидов привело к понима-
нию процессов развития клеток, воспроизве-
дения генетической информации. На этой 
основе созданы новые препараты для профи-
лактики и лечения ряда заболеваний, в том 
числе ассоциированных с возрастом (Хавинсон 
и др. 2013; Khavinson et al. 2022). Исследованные 
в культуре ткани короткие пептиды, разрабо-
танные в Санкт-Петербургском институте 
биорегуляции и геронтологии, регулируют 
экспрессию генов и синтез белков, стимулиру-
ют пролиферацию, дифференцировку и пода-
вляют апоптоз клеток, что приводит к восста-
новлению функций органов при патологии 
и старении (Caputi et al. 2019). В связи с этим 
одним из научно обоснованных методов повы-
шения продолжительности и качества жизни 
является применение пептидных биорегу- 
ляторов (Хавинсон 2020). В нашей работе  
выявлено, что короткие пептиды оказывают 
в культурах тканей органов дыхательной си-
стемы стимулирующее влияние на клеточную 
пролиферацию. Таким образом, появляется 
возможность при их использовании поддер-
живать функционирование органов дыхатель-
ной системы при различных патологических 
процессах, в том числе при сочетанной пато-
логии.
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