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В настоящее время высокая распространенность атеросклеротиче
ского поражения стенок сосудов и развитие на этом фоне сердеч
нососудистых заболеваний привлекает к этой проблеме специалис
тов из различных областей. Основное внимание сосредоточено 
на изучении факторов риска атеросклероза и его клинических 
осложнений с целью разработки методов профилактики и лечения. 
Новые знания, полученные в ходе фундаментальных исследований 
механизмов развития атеросклероза на молекулярном и клеточных 
уровнях, также способствуют разработке новых методов профилак
тики и лечения этой патологии. В статье представлен обзор основ
ных современных лабораторных методов работы с атеросклероти

ческими бляшками. Обсуждаются возможности методов для изуче
ния клеточного состава бляшек и оценки функциональных возмож
ностей клеток атеросклеротической бляшки. 
Ключевые слова: атеросклеротическая бляшка, культивирование, 
цитокины, лимфоциты.
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Recently, high prevalence of atherosclerotic lesion of the vascular walls 
and further development of cardiovascular pathology attracts the 
specialists from different fields. The main attention is paid to the risk 
factors of atherosclerosis and its clinical complications with the aim of 
prevention and treatment methods development. New knowledge from 
fundamental research of atherosclerosis at cellular and molecular levels 
facilitates the development of novel methods for prevention and 
treatment of the pathology. The article points on the review of the main 

modern laboratory tests for atherosclerotic plaques assessment. The 
opportunities discussed for the study of cellular contents of the plaques, 
as functional evaluation of the cells in plaques. 
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АС — атеросклероз, АСБ — атеросклеротическая бляшка, ИБС — ишемическая болезнь сердца, ИГХ — иммуногистохимия, ИФА — иммуноферментный анализ, ПЦ — проточная цитометрия, ФД — фермента
тивная дезагрегация, ELISA — enzymelinked immunosorbent assay, FBS — Fetal Bovine Serum, IL — Interleukin, INF — Interferon, MEM — Modified Eagle’s, PMSF — phenylmethane sulfonyl fluoride, RPMI1640 
среда — Roswell Park Memorial Institute, TLR — Tolllike receptors, TNF — Tumor necrosis factor.

Введение 
Сердечно-сосудистые заболевания, в частности 

ишемическая болезнь сердца (ИБС) и ее осложне-
ние — инфаркт миокарда являются главной причи-
ной смертности населения в России и зарубежных 
странах [1-3]. Основным этиологическим фактором 
ИБС является атеросклероз (АС) коронарных арте-
рий. У 95% пациентов с ИБС в коронарных арте-
риях, преимущественно в проксимальных отделах, 
находят атеросклеротические поражения. Проблема 
АС является одной из самых актуальных в совре-
менной медицине в связи с его широкой распро-

страненностью, продолжитель ностью латентного 
периода течения и выражен ностью неблагоприят-
ных исходов [4-6]. 

В связи с высокой смертностью населения 
ученые всего мира на протяжении многих лет зани-
маются изучением механизмов развития АС. Ито-
гом этого изучения стало появление большого 
количества теорий атерогенеза. Доминирующими 
среди них являются теории: липопротеидной 
инфильтрации, предложенной патоморфологом 
Н. Н. Аничковым в 1913г [7], и дисфункции эндо-
телия, выдвинутой в середине 70-х годов R. Ross 
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(1976) [8]. Также разрабатываются такие теории 
как вирусная [9, 10], аутоиммунная [7], генетиче-
ская [11] и моноклональная [12]. Несмотря на зна-
чительный прогресс в исследовании АС и много-
численные гипотезы, объясняющие его возникно-
вение и течение, ряд ключевых моментов 
патогенеза заболевания остаются дискуссионными 
и недостаточно изученными.

В настоящее время одной из наиболее развива-
емых является теория АС, связанная с вовлечен-
ностью в патологический процесс иммунной сис-
темы. Согласно этой концепции, под АС понимают 
хроническое, вялотекущее, воспалительное заболе-
вание, поражающее интиму артерий, характеризую-
щееся локальным накоплением в ней липидов, кле-
точных элементов и развитием фиброзной ткани 
с последующим сужением просвета сосудов [13-15]. 
Проблема АС, обсуждаемая с позиции хронической 
воспалительной патологии артериальной стенки, 
предполагает вовлечение в патологический процесс 
как врожденных, так и адаптивных иммуновоспа-
лительных механизмов, ведущую роль в которых 
играют медиаторы межклеточного взаимодей-
ствия — цитокины [16-20].

Патогенез АС, называемый также атерогене-
зом, включает в себя несколько последовательных 
стадий, каждой из которых соответствует свой тип 
атеросклеротического повреждения стенки сосуда. 
Основным элементом атеросклеротического пора-
жения является атеросклеротическая бляшка (АСБ), 
которая, выступая в просвет сосуда, вызывает его 
сужение и затрудняет нормальный кровоток. 
Бляшка состоит из скопления внутриклеточных 
и внеклеточных липидов, фибрина, гладкомышеч-
ных клеток, соединительной ткани, промежуточ-
ного вещества (гликозаминогликанов и др.) и каль-
ция. Она, увеличиваясь в размерах и изъязвляясь, 
может задерживать на своей поверхности кровяные 
элементы и сгустки крови, пропитываться солями 
кальция, а при ее разрыве содержимое бляшки 
может попасть в кровь и стать причиной тромбоза 
артерий сердца, мозга и других органов [21].

В настоящее время АСБ изучаются с различных 
сторон с помощью инструментальных и лаборатор-
ных методов. Инструментальные методы — различ-
ные виды томографии: позитронно-эмиссионная 
томография, магнитно-резонансная, мультиспи-
ральная компьютерная томография, а также вну-
трисосудистое ультразвуковое исследование, 
направлены на установление местоположения, 
визуализацию, оценку риска дестабилизации и раз-
рыва АСБ [22-26]. 

С помощью лабораторных методов проводятся 
количественная и качественная оценки клеточ-
ного состава АСБ, основными из них являются 
иммуногистохимия и проточная цитометрия. 
Исследований, посвященных изучению функцио-

нальной активности клеток, изолированных 
из АСБ in vitro, существует мало. Поэтому целью 
данного обзора является оценка имеющихся мето-
дов исследования АСБ.

Для реализации цели были проанализированы 
статьи, взятые из баз данных PubMed и РИНЦ, 
посвященные изучению различных свойств 
и состава АСБ. Анализ современных источников 
показал, что исследование АСБ можно проводить 
с помощью различных методов в зависимости 
от цели исследования. В связи с признанной веду-
щей ролью воспаления в атерогенезе, изучение АСБ 
ведется в основном в направлении изучения клеточ-
ного состава АСБ, а именно субпопуляционного 
содержания лейкоцитов с помощью методов имму-
ногистохимии (ИГХ) и проточной цитометрии 
(ПЦ), а также определяется уровень цитокинов 
в гомогенатах бляшек. В ходе анализа литературных 
данных было выявлено, что с целью изучения 
состава АСБ работа проводится в несколько этапов 
(рисунок 1): получение АСБ, выделение клеток 
из бляшек, оценка жизнеспособности выделенных 
клеток, культивирование выделенных клеток. Рас-
смотрим основные этапы изучения АСБ более под-
робно.

Методы получения и предварительной обработки 
АСБ

АСБ получают в ходе плановых операций 
в результате эндартерэктомии [27-34] и транспорти-
руют в среде RPMI (Roswell Park Memorial Institute) — 
1640 при комнатной температуре [28, 29]. Исполь-
зование этой среды обусловлено тем, что ее состав 
разработан для культивирования именно лимфоид-
ных клеток. 

Работу с АСБ рекомендуется проводить 
не позже чем в течение 2 ч после операции [28-30]. 
Вероятно, это обусловлено тем, что более длитель-
ное хранение может привести к снижению жизне-
способности клеток и изменению их количества. 
Для исследований также могут быть использованы 
участки артерий, пораженные АС, полученные 
от пациентов после внезапной смерти в результате 
острой сердечной недостаточности [35, 36]. Все 
работы с АСБ проводятся стерильными инстру-
ментами в ламинарном шкафу с вертикальным 
потоком [29].

Полученный материал подвергают обработке 
в фосфатно-солевом буфере для удаления монону-
клеарных клеток периферической крови [29]. При 
необходимости проводят декальцинирование в эти-
лендиаминтетрауксусной кислоте. АСБ обязательно 
подвергают макроскопическому исследованию. 
При этом оцениваются изъязвления поверхности 
АСБ, наличие тромбов, кровоизлияния в АСБ, раз-
рывы и надрывы, степень стенозирования просвета 
артерий, наличие обызвествления и другие измене-
ния [37, 38]. 
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После макроскопического исследования пред-
варительно обработанный материал может быть 
разделен на несколько частей для проведения раз-
личных исследований. Для гистологического иссле-
дования АСБ и биоптаты артерий нарезают 
на кусочки толщиной 5-7 мм, фиксируют в 2% пара-
формальдегиде и заключают в парафин [28, 31, 36, 
37]. Также они могут быть обработаны монокло-
нальными флюоресцентными антителами 
и изучены методом ИГХ или ПЦ [28, 39-41].

Другая часть материала может быть заморо-
жена в жидком азоте для изучения биохимиче-
ского состава АСБ и содержания цитокинов мето-
дом иммуноферментного анализа (ИФА) [28, 29, 
31, 36, 42]. 

Для качественной и количественной оценок 
клеточного состава АСБ подвергают культивирова-
нию в условиях in vitro [43] и ex vivo [29, 30]. 

Методы выделения клеток из АСБ
Для культивирования используют эндотелиаль-

ные [37, 44, 45], гладкомышечные клетки стенок 
интима-медиа [35, 46], а также лейкоциты (лимфо-

циты, макрофаги), входящие в состав АСБ или 
биоптата артерии [28, 29, 47, 48].

Для выделения клеток из полученного матери-
ала (АСБ или биоптат артерий) могут быть исполь-
зованы два метода: механическое экстрагирование 
и ферментативная дезагрегация (ФД). В случае 
механической обработки фрагмент ткани измель-
чают до кусочков размером ~1 мм, которые прикре-
пляются к субстрату, благодаря собственной адге-
зивности. ФД дает более высокий выход клеток, 
хотя метод является селективным, поскольку не все 
клетки выдерживают диссоциацию. На практике, 
наиболее успешное получение первичных клеток 
из многих тканей связано с использованием фер-
мента коллагеназы, приводящим к снижению раз-
мера экспланта до небольшого кластера клеток, 
который прикрепляется к субстрату и распластыва-
ется [49]. 

Для изучения роли воспаления в формирова-
нии атеросклеротического поражения из АСБ чаще 
выделяют лимфоциты. Наиболее эффективным 
методом их выделения является обработка ком-

Рис. 1     Этапы работы с АСБ (по данным Leroyer AS, et al., 2007; Гривель Ж.-Ш. и др., 2012; Profumo E, et al., 2012; Рагино Ю. И. и др. 2014; 
Шишкина В. С. и др., 2014; Vorobyova DA, et al., 2016; Shalhoud J, et al., 2016; Karadimou G, et al. 2017).
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плексом ферментов. Перед выделением клеток 
методом ФД АСБ и биоптаты нарезают на фраг-
менты размером 2•2 мм и взвешивают для того, 
чтобы рассчитать необходимое количество фер-
мента. В работе Гривель Ж. Ш. и др. (2012) были 
использованы два типа коллагеназ: коллагеназа XI 
(“Sigma-Aldrich”) и коллагеназа IV (“Invitrogen”), 
а также либераза DL (“Roche Diagnostics”, США) 
в присутствии ДНКазы I (“Roche Diagnostics”). 
В результате тестирования всех ферментов в разных 
концентрациях было получено, что наиболее 
эффективным для выделения клеток из АСБ, обес-
печивающим сохранение большинства поверхност-
ных маркеров, является коллагеназа IV (“Invitrogen”) 
в концентрации 1,25 мг/мл при времени ферменти-
рования в течение 1 ч при 37° С. Полученные клетки 
собирали, отмывали и окрашивали моноклональ-
ными антителами для их дальнейшего фенотипиро-
вания [28].

В работе Черновой Е. В. и др. (2013) лизис 
биоптата артерии проводился с помощью фермента 
коллагеназы II типа (Worthington Diagnostic System, 
США) в среде 199, содержащей 10% эмбриональной 
телячьей сыворотки (Flow, Великобритания), 2 мМ 
L-глутамин, 100 ед./мл пенициллина, 100 ед./мл 
стрептомицина, 2,5 мкг/мл фунгизона (все реак-
тивы Grand Island Biological Company — GIBCO, 
США) из расчета 10 мл раствора фермента на 1 г 
сырой ткани. Инкубация биоптата с ферментом 
проводилась до полного растворения ткани. Эффек-
тивность растворения ткани оценивалась визуально. 
Полученную суспензию клеток фильтровали через 
стерильную нейлоновую сетку и центрифугировали 
при 4° С в течение 20 мин при 1800 g на низкоско-
ростной центрифуге (Beckman TJ-6, Beckman 
Division, США). Осажденные клетки промывали 
в 10 мл ростовой среды 199, содержащей антибио-
тики и 10% эмбриональной телячьей сыворотки, 
и повторно центрифугировали при тех же условиях. 
Осадок ресуспендировался в 10 мл ростовой среды. 
Подсчет полученного количества клеток проводили 
в счетной камере [35]. Выделенные клетки культи-
вировались и использовались для воспроизведения 
процессов атерогенеза на клеточном уровне 
и оценки антиатерогенных свойств исследуемых 
лекарственных препаратов. 

Таким образом, в зависимости от типа клеток 
и от цели исследования используются различные 
методы выделения клеток из АСБ и биоптатов арте-
рий. При этом внимание исследователей сосредото-
чено в основном на клеточном составе. Методов 
выделения клеток из АСБ с целью изучения их 
функционального состояния не обнаружено. 

Методы оценки жизнеспособности выделенных 
клеток

Обязательным условием эффективности прове-
дения культивирования клеток является оценка их 

жизнеспособности. В литературе описано несколько 
способов, используемых для отделения живых кле-
ток от погибших, выделенных из АСБ, 

В работе Лебедевой А. М. и др. (2012) клетки 
обрабатывались реактивом, содержащим 1 мг/мл 
красителя, реагирующего с аминогруппой pacific 
orange (“Invitrogen”, США). Окраску проводили 
в течение 15 мин при комнатной температуре, затем 
клетки растворялись в большом объеме фосфатно-
солевого буфера, содержащего 2% нормальной 
мышиной сыворотки, и после центрифугирования 
ресуспендировались в 1 мл буфера для окраски. Все 
клетки пропускали через цитометр и анализировали 
на определение фенотипа [29]. 

В работе Shalhoub J, et al. (2016) для оценки 
жизнеспособности клеток использовались трипано-
вый синий и флуоресцентные красители (пропидий 
йодида). Во всех образцах выживаемость клеток 
достигала >95% [30]. 

Методы культивирования участков артерий, 
пораженных АС

Методы культивирования участков артерий 
с АСБ с целью изучения развития АС описаны 
в работах Лебедевой А. М. и др. (2012). В состав 
среды для культивирования входили среда RPMI-
1640, эмбриональная телячья сыворотка, инактиви-
рованная нагреванием, пируват натрия, пеницил-
лин, стрептомицин и амфотерицин В, модифици-
рованная среда MEM (Modified Eagle’s), содержащая 
заменимые аминокислоты [29, 30]. Блоки ткани 
помещались в чашки Петри с питательной средой 
на границе раздела среда — воздух на коллагеновые 
губки, согласно методу, разработанному Гри-
вель Ж. Ш. и др. (2009) [50]. Ткань культивировалась 
в течение 12 сут. в инкубаторе с 5% CO2 при 37° С, 
каждые 3 сут. образцы тканей фиксировались в 2% 
параформальдегиде, и их жизнеспособность оцени-
валась с помощью гистологии. Все покровные сте-
кла тщательно исследовались на наличие мигриро-
вавших из культивируемых образцов клеток, у кото-
рых изучалась морфология и показатели жизне- 
способности. На 12-е сут. все образцы культивируе-
мых тканей обрабатывались оригинальной оптими-
зированной смесью ферментов, которая позволяла 
выделять клетки и сохранять при этом поверхност-
ные клеточные маркеры [29]. 

Можно встретить сообщения о возможности 
культивирования клеток с добавлением стимулято-
ров пролиферации. В работе Karadimou G, et al. 
(2017) проводилось культивирование клеток с имик-
вимодом, индуцирующим экспрессию провоспали-
тельных цитокинов: Tumor necrosis factor (TNF), 
Interleukin (IL)-2, IL-6, IL-12, Interferon (INF)-α, 
INF-γ) в культуре клеток через взаимодействие 
с Toll-like receptors 7 (TLR7). Для этого кусочки АСБ 
инкубировали с митогеном в дозе 2,5, 5 и 12,5 
мкг/мл в культуральной среде RPMI 1640 в течение 



99

Обзор

20 ч. Для оценки цитокиновой продукции исполь-
зовался супернатант [43].

Методы определения цитокинов в АСБ
В работах Рагино Ю. И. (2012) и Шишкина В. С. 

и др. (2014) для определения цитокинов заморожен-
ные в жидком азоте фрагменты образцов атероскле-

ротических поражений различного типа гомогени-
зируются в ФСБ при pH =7,4 (500 мкл буфера: 100 
мкг ткани), содержащем коктейль ингибиторов 
протеаз при температуре 4° С. В 1 мл буфера содер-
жатся в конечной концентрации 1 mM диэтилтри-
тола, 1 mM PMSF, 10 μg леупептина (Sigma, США). 

Таблица 1
Клетки и молекулы, обнаруженные в составе АСБ 

Клетки Авторы публикаций

Т-лимфоциты 
(CD3, CD4, CD8, СD45)

Гривель Ж.-Ш., Иванова О. И., Пинегина Н. В. и др., 2012
Profumo E, Buttari B, Tosti ME, et al., 2012 
Vorobyova DA, Lebedev AM, Vagida MS, et al., 2016
Karadimou G, Folkersen L, Berg M, et al., 2017 

В-лимфоциты (CD19) Гривель Ж.-Ш., Иванова О. И., Пинегина Н. В. и др., 2012
Vorobyova DA, Lebedev AM, Vagida MS, et al., 2016

NK — клетки (CD16,CD56) Гривель Ж.-Ш., Иванова О. И., Пинегина Н. В. и др., 2012
Vorobyova DA, Lebedev AM, Vagida MS, 2016

Моноциты/макрофаги 
(М1 (CD 68) и М2 (СD 163))

Leroyer AS, Isobe H, Lesèche G, et al., 2007
Karadimou G, Folkersen L, Berg M, et al., 2017 

Гранулоциты (CD66b) Leroyer AS, Isobe H, Lesèche G, et al., 2007

NKT-клетки
(CD57, CD8)

Cai L, Yu L, Liu S, 2017

Цитокины Авторы публикаций

Провоспалительные

TNF-α, 
IFN-γ, 
IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-12, IL-15, 
IL-17, IL-18

Гривель Ж.-Ш., Иванова О. И., Пинегина Н. В. и др., 2012
Рагино Ю. И., Чернявский А. М., Полонская Я. В. и др., 2012, 
Profumo E, Buttari B, Tosti ME, et al., 2012 
Шишкина В. С., Челомбитько М. А., Ефремова Ю. Е. и др., 2014 
Auguet T, Aragonès G, Guiu-Jurado E, et al., 2016
Vorobyova DA, Lebedev AM, Vagida MS, et al., 2016
Shalhoud J, Viiri LE, Cross AJ, et al., 2016 
Cai L, Yu L, Liu S, et al., 2017
Maione AS, Cipolletta E, Sorriento D, et al., 2017 
Karadimou G, Folkersen L, Berg M, et al., 2017 

Противовоспалительные

IL-10 Profumo E, Buttari B, Tosti ME, et al., 2012 
Maione AS, Cipolletta E, Sorriento D, 2017 
Karadimou G, Folkersen L, Berg M, et al., 2017 

Факторы роста клеток

GM-CSF Shalhoud J, Viiri LE, Cross AJ, et al., 2016 
Karadimou G, Folkersen L, Berg M, et al., 2017 

TGFβ-1 Шишкина В.С., Челомбитько М. А., Ефремова Ю. Е. и др., 2014

VEGF Maione AS, Cipolletta E, Sorriento D, 2017 
Karadimou G, Folkersen L, Berg M, et al., 2017 

M-CSF Shalhoud J, Viiri LE, Cross AJ, et al., 2016 

Хемокины Авторы публикаций

MCP-1 Рагино Ю.И., Чернявский А. М., Полонская Я. В. и др., 2012
Шишкина В. С., Челомбитько М. А., Ефремова Ю. Е. и др., 2014 

СРБ, ЕМАР-II, sICAM-1, 
sVCAM-1

Рагино Ю.И., Чернявский А. М., Полонская Я. В. и др., 2012

CCL3, CCL18, CCL24 Шишкина В.С., Челомбитько М. А., Ефремова Ю. Е. и др., 2014

CCL5, CCL20, CXCL9 Shalhoud J, Viiri LE, Cross AJ, et al., 2016

Ферменты Авторы публикаций

MMP-3, MMP-9 Shalhoud J, Viiri LE, Cross AJ, et al., 2016 
Maione AS, Cipolletta E, Sorriento D, 2017 

Примечание: CD — cluster of differentiation, NK — natural killer, NKT — natural killer T, GM-CSF — granulocyte-macrophage colony stimulating 
factor, TGFβ — transforming growth factor beta, VEGF — vascular endothelial growth factor, M-CSF — macrophage colony-stimulating factor, MCP — 
monocyte chemoattractant protein, СРБ — С-реактивный белок, ЕМАР-II — endothelial monocyte activating polypeptide-II,  sICAM-1 — soluble 
intercellular adhesion molecule-1, sVCAM-1 — soluble vascular cellular molecula, CCL-C — C motif chemokine ligand, MMP — matrix metallopro-
teinase.
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Супернатант после гомогенизации и центрифуги-
рования хранится при -700° С. Полученный таким 
способом супернтант используется для определения 
цитокинов методом ИФА с использованием набо-
ров ELISA (наборы фирм BCM Diagnostics, Bender 
Medsystems, Biomedica) [31, 36]. 

Заключение
На основании анализа литературных источни-

ков по методам получения АСБ и выделения из них 
клеток были выявлены основные популяции лейко-
цитов, входящих в состав АСБ и продуцируемые 
ими медиаторы воспаления (таблица 1). Было уста-
новлено, что для изучения клеток, изолированных 
из АСБ, их необходимо соответствующим способом 
подготовить, при необходимости осуществить куль-
тивирование. При этом основными методами 
оценки количественного и качественного клеточ-
ных составов АСБ являются проточная цитометрия 
и иммуногистохимия, которые позволяют опреде-
лять клетки по поверхностным маркерам, а также 
по характеру их экспрессии судить о степени актив-
ности клеток. Основным методом определения 
цитокинов является иммуноферментный анализ. 

С помощью используемых методов в патогенезе АС 
уже определена роль отдельных клеток макрофагов 
и Т-лимфоцитов и ряда провоспалительных цито-
кинов — TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6 и др., 
и факторов роста. Исследований, посвященных 
изучению В-лимфоцитов, NK-клеток, нейтрофи-
лов встречается мало, в связи, с чем их патогенети-
ческая роль в реализации механизмов АС требует 
дальнейшего изучения. Кроме того, является недо-
статочным установление наличия клеток в АСБ, 
важным также представляется определение функ-
циональной активности клеток каждого типа. Для 
этого необходимо усовершенствовать имеющиеся, 
и разрабатывать новые методики выделения клеток 
из АСБ и оценки их функционального состояния. 
Изучение состава и функционирования клеток, 
изолированных из АСБ, позволит сформировать 
правильное понимание всех сложных патогенетиче-
ских процессов в развитии АС и разработать новые 
подходы к эффективной антиатерогенной терапии.
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