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В опытах на культуре эндотелиальных клеток пупочной вены человека выясняли
роль гликокаликса в уменьшении активности ангиотензин-превращающего
фермента (АПФ) в клетках, подвергающихся действию напряжения сдвига.
Клетки с интактным и ферментативно поврежденным гликокаликсом, культи-
вированные на пластиковых пластинах, перфузировали при низком (<1 дин/см2)
и относительно высоком (20–25 дин/см2) напряжении сдвига в течение 24 ч, по-
сле чего измеряли активность АПФ в клеточных лизатах. Показано, что в клетках
с интактным гликокаликсом, подвергавшихся действию высокого напряжения
сдвига, активность АПФ уменьшалась в течение суточной перфузии на 32 ± 19%
по сравнению с клетками, перфузируемыми при низком напряжении сдвига.
В клетках с поврежденным гликокаликсом зависимость активности АПФ от на-
пряжения сдвига отсутствовала. Этот результат доказывает, что рецепция эндо-
телиоцитами напряжения сдвига, приводящая к снижению активности АПФ,
опосредуется волокнами эндотелиального гликокаликса.
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Артериальные сосуды расширяются при увеличении в них кровотока. Много-
численные исследования показали, что этот феномен, впервые обнаруженный
еще во второй половине прошлого века [1], определяется способностью клеток
эндотелия расслаблять сосудистые гладкие мышцы в ответ на повышение напря-
жения сдвига на стенке. Долгое время механорецептором, воспринимающим
действующее на сосудистую стенку напряжение сдвига, считали волокна альфа-
актина кортикального слоя эндотелиоцитов [2, 3]. Однако исследования послед-
них полутора десятилетий привели к выводу о том, что рецептором напряжения
сдвига являются волокна эндотелиального гликокаликса, слоя макромолекул, за-
якоренных в мембране эндотелиальных клеток и обращенных в просвет сосуда
[4, 5]. Согласно современным представлениям эти волокна, деформируясь под
действием напряжения сдвига, передают усилие на мембрану эндотелиоцитов,
что приводит, в конечном счете, к выделению клетками эндотелия медиатора,
снижающего гладкомышечный тонус.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Многочисленные исследования показали, что основной медиатор, продуцируе-
мый эндотелиоцитами в ответ на повышение напряжения сдвига и расслабляющий
гладкие мышцы сосудов, представляет собой образующийся из аминокислоты L-арги-
нина оксид азота (NO) [6]. Однако в ряде работ, осуществленных на артериальных
сосудах животных разных видов, было показано, что ингибирование фермента
NO-синтазы, обеспечивающего синтез оксида азота, не всегда подавляет эндоте-
лий-зависимую вазодилатацию при повышении кровотока [7–9]. Эти данные сви-
детельствовали о том, что NO не является единственным медиатором, опосредую-
щим расслабление сосудистых гладких мышц при увеличении кровотока в артериях,
но существуют и другие дилататоры, обусловливающие снижение гладкомышечного
тонуса в ответ на повышение напряжения сдвига.

В некоторых работах [10, 11] было обнаружено, что увеличенное напряжение
сдвига, действующее на культуру эндотелиальных клеток в течение нескольких ча-
сов, приводит к снижению активности ангиотензин-превращающего фермента
(АПФ). АПФ катализирует расщепление ангиотензина I до столь мощного кон-
стриктора как ангиотензин II и одновременно инактивирует брадикинин, являю-
щийся вазодилататором, действие которого на тонус гладких мышц опосредуется
эндотелием. Естественно полагать, что снижение активности АПФ должно оказы-
вать сосудорасширяющее действие на кровеносные сосуды, что позволяет считать
его отличным от NO эндотелий-зависимым медиатором дилатации артерий в ответ
на повышение напряжения сдвига. Роль гликокаликса в снижении активности
АПФ при действии на эндотелиоциты напряжения сдвига пока остается не иссле-
дованной.

Цель настоящей работы состояла в том, чтобы выяснить, участвует ли эндотели-
альный гликокаликс в уменьшении активности АПФ, происходящем при действии
напряжения сдвига на клетки эндотелия.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Культивированные эндотелиальные клетки пупочной вены человека с интакт-
ным и поврежденным гликокаликсом подвергали 24-часовой перфузии при раз-
личных напряжениях сдвига. После суточной перфузии клеточную культуру лизи-
ровали, и в лизатах измеряли активность АПФ.

Клеточная культура
Первичную культуру эндотелиальных клеток получали из пупочной вены чело-

века в соответствии с ранее описанным методом [12]. Согласно принципам Хель-
синской декларации, все роженицы давали информированное согласие на исполь-
зование взятых у них пупочных вен для научных исследований. Клетки высажива-
ли в чашки Петри, покрытые 0.2%-ным раствором желатина, и культивировали
при температуре 37°С в среде DMEM с фетальной бычьей сывороткой (10%), фак-
тором роста эндотелия (200 мкг/мл), пенициллином (50 ед/мл), стрептомицином
(50 мкг/мл) и гепарином (5 ед/мл) (все ингредиенты фирмы Sigma, США). После
достижения первичной культурой конфлуентного состояния (7–9 сут) проводили
ее пассирование с помощью 0.05%-ного раствора трипсина в 0.02%-ном растворе
ЭДТА и культивировали два пассажа. Опыты ставили на клетках второго пассажа
культуры, которые растили в среде DMEM с добавлением 5% бычьей фетальной
сыворотки в атмосфере 5% CO2 и 95% О2. на покрытых желатином пластинах поли-
карбоната размером 1.5 × 2.5 см до образования конфлуентного монослоя. Перед
каждым экспериментом плотность клеток отслеживали с помощью инвертирован-
ного фазоконтрастного микроскопа (Nikon, Япония).
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Схема установки

Для организации щелевого течения перфузионной жидкости над монослоем
клеток эндотелия при различных напряжениях сдвига использовали выполненную
из плексигласа самодельную проточную камеру с регулируемым зазором h (рис. 1).

Напряжение сдвига τ, действующее на эндотелиоциты в проточной камере, оце-

нивали по формуле  где Q – объемный расход перфузата, η – вязкость

перфузата, l – ширина пластины поликарбоната (1.5 см), на которой культивиро-
вались эндотелиальные клетки, h – ширина зазора, по которому течет перфузион-
ная жидкость. Пластины с клетками устанавливали в камеру таким образом, чтобы
величины зазоров над ними различались. Это достигалось с помощью подставки,
помещенной под одно из стекол. Выбранные параметры зазоров (h1 и h2) различались
примерно в 5 раз, что, как видно из формулы, должно было обеспечивать 25-кратное
различие величины напряжения сдвига, которому подвергались клетки на пласти-
нах 1 и 2.

Клетки в камере перфузировались культуральной средой DMEM, содержащей
5% бычьей фетальной сыворотки, с помощью перистальтического насоса Rainin
(Франция). Находившаяся в термостатируемой (37°С) колбе жидкость, использо-
вавшаяся для перфузии, сначала протекала над пластиной 1 (по широкому зазору),
а затем над пластиной 2 (по узкому зазору), после чего возвращалась в колбу. Та-
ким образом, была реализована замкнутая система перфузии. Объемный расход
перфузионной жидкости составлял 20 мл/мин. В ходе эксперимента камера нахо-
дилась в водяном термостате с установленным значением температуры 37°С, пер-
фузионная среда аэрировалась карбогеном (95% О2 и 5% СО2). Напряжение сдвига
на пластине 1 (щель с широким зазором) не превышало 1 дин/см2. Зазор камеры со
стеклом 2 (щель с узким зазором) обеспечивал напряжение сдвига порядка 20 дин/см2.
Для контроля герметичности камеры в ходе всего времени перфузии на входе в ка-
меру водяным манометром измеряли давление перфузии. Эксперимент считали тех-
нически успешным, если в течение 24 ч давление уменьшалось не более, чем на 5%.

В части экспериментов в среду, используемую для перфузии, добавляли фер-
менты, разрушающие структуру гликокаликса.

ητ = 2
6 ,Q
lh

Рис. 1. Схема камеры для перфузии клеточной культуры (объяснения в тексте).
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Ферментативное разрушение гликокаликса
Для деградации гликокаликса в перфузионную жидкость добавляли гиалурони-

дазу (Sigma), концентрация которой в перфузионной жидкости составляла 1.5 Ед/мл,
или гепариназу III (Sigma, концентрация в перфузионной жидкости – 15 мЕд/мл).
В опытах как на культуре эндотелиоцитов [4, 13, 14], так и на изолированных арте-
риях [15] показано, что оба эти фермента, разрушая структуру гликокаликса, по-
давляют вызываемые повышением напряжения сдвига высвобождение оксида азо-
та и расширение артерий в ответ на увеличение кровотока.

Лизирование клеток
После 24 ч перфузии культуральные пластины помещали в чашку Петри диамет-

ром 30 мм, промывали два раза в фосфатном буфере объемом 5 мл, после чего ин-
кубировали в течение 15 мин в 2 мл фосфатного буфера, содержащего 1% детерген-
та Triton-X100 (Sigma). По истечении 15 мин с пластин с помощью скребка счища-
ли в ту же чашку Петри остатки клеток, разрушенных под действием детергента,
после чего лизат хранили пробирке Eppendorf объемом 1 мл при температуре 4°С
до измерения в нем активности АПФ.

Измерение активности АПФ
Определение активности АПФ производили спектрофотометрически с исполь-

зованием фуриакрилоид-замещенного субстрата FA-Phe-Gly-Gly (N α-3-(2-фу-
рил)-акрилоил-L-фенилаланил-L-глицил-L-глицин). За единицу активности при-
нимали количество АПФ, гидролизующее 1 мкМ субстрата за 1 мин. Подробно ме-
тод измерения активности АПФ описан в работе [16].

Статистическая обработка результатов
В каждом опыте активность АПФ в лизате клеток, подвергавшихся действию

низкого напряжения сдвига, принимали за единицу, и на эту величину нормирова-
ли активность АПФ в лизате клеток, подвергавшихся высокому напряжению сдви-
га. Достоверность различий активности АПФ при высоком и низком напряжении
сдвига определяли, пользуясь непараметрическим тестом Краскела–Уоллеса, счи-
тая достоверным различие при p < 0.05. Данные серии измерений представлены в
виде среднего ± средняя ошибка среднего (m ± se).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Перфузия клеток в течение 24 ч как средой DMEM, не содержащей ферментов,
так и средой, содержащей гиалуронидазу или гепариназу III, не приводила ни к на-
рушению целостности эндотелиоцитов, ни к нарушению конфлуентности слоя эн-
дотелиальных клеток на пластинах. Единственным различием между этими двумя
ситуациями было то, что клетки с неповрежденным гликокаликсом, подвергавши-
еся действию высокого напряжения сдвига, после двадцатичетырехчасовой перфу-
зии ориентировались вдоль линий тока жидкости, в то время как действие высоко-
го напряжения сдвига на клетки, гликокаликс которых повреждали ферментами,
не приводило к изменению их ориентации и вытягиванию по направлению потока.

В лизатах эндотелиоцитов с интактным гликокаликсом активность АПФ при вы-
соком (20 дин/см2) напряжении сдвига была достоверно (p < 0.05) ниже (0.68 ± 0.19,
n = 7) активности, регистрируемой при низком (<1 дин/см2) напряжении сдвига.

В клетках эндотелия, гликокаликс которых был поврежден гепариназой III (n = 7),
активность АПФ при высоком напряжении сдвига практически не отличалась от
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таковой, регистрируемой при низком напряжении сдвига (1.03 ± 0.09; p > 0.1). Ана-
логично, если гликокаликс эндотелиоцитов повреждали гиалуронидазой (n = 7),
активность АПФ при высоком напряжении сдвига достоверно не отличалась от ак-
тивности, наблюдавшейся при низком напряжении сдвига (1.05 ± 0.09; p > 0.1).

Результаты измерений активности АПФ в лизатах эндотелиальных клеток, под-
вергавшихся в течение 24 ч действию высокого и низкого напряжения сдвига в
контрольных условиях (при интактном гликокаликсе) и при повреждении глико-
каликса гепариназой III и гиалуронидазой, представлены на рис. 2.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Напряжение сдвига, представляющее собой силу вязкого трения, действующую
со стороны текущей крови на сосудистую стенку, является важным фактором, ре-
гулирующим гладкомышечный тонус. Эта регуляция определяется способностью
клеток эндотелия в ответ на повышение напряжения сдвига синтезировать и выде-
лять в медиальный слой сосудистой стенки факторы, расслабляющие гладкие

Рис. 2. Зависимость активности АПФ в лизатах эндотелиальных клеток от напряжения сдвига. Белые

столбики – низкое напряжение сдвига (менее 1 дин/см2); активность АПФ принята равной 1; черные

столбики – высокое напряжение сдвига (20 дин/см2). Контроль – клетки с интактным гликокаликсом.
* – достоверное различие (p < 0.05).
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мышцы. Механочувствительность эндотелия не только обеспечивает постоянное
приспособление гидравлического сопротивления артериальных сосудов к величи-
не протекающего по ним кровотока [17, 18], но и, что очень важно, ослабляет реак-
цию артерий на сосудосуживающие стимулы [19, 20], что позволяет рассматривать
способность эндотелия регулировать гладкомышечный тонус при изменениях на-
пряжения сдвига на стенке как антиконстрикторный, и даже как антигипертензив-
ный фактор [21, 22].

В подавляющем большинстве работ, в которых изучалась обусловленная меха-
ночувствительностью эндотелия реакция сосудов на изменения напряжения сдви-
га, рассматривался только кратковременный, длящийся в течение нескольких ми-
нут, ответ артерий на повышение скорости кровотока. Лишь в небольшом числе
работ исследовалось действие на эндотелиоциты долговременного, длящегося де-
сятки часов и более, повышения напряжения сдвига [10, 11, 23–25]. Опыты показа-
ли, что в ответ на кратковременное повышение напряжения сдвига происходит
расслабление сосудистых гладких мышц, обусловленное выделением эндотелио-
цитами оксида азота или простациклина [8]. Восстановление исходного напряже-
ния сдвига приводит в течение нескольких минут к возвращению гладкомышечно-
го тонуса к исходному уровню. Что касается долговременного повышения напря-
жения сдвига на эндотелии, то оно сопровождается ориентацией и удлинением
эндотелиальных клеток параллельно вектору напряжения сдвига [23, 24] и ремоде-
лированием сосудов [25, 26].

В 1997 г. было впервые показано, что действие в течение нескольких часов на
культуру клеток эндотелия бычьей легочной артерии достаточно высокого напря-
жения сдвига приводит к зависящему от времени воздействия уменьшению актив-
ности АПФ [10]. В клетках, которые в течение 18 ч подвергались действию напря-
жения сдвига равного 20 дин/см2, активность АПФ снижалась практически вдвое.
При этом экспрессия мРНК АПФ снижалась на 82%. Эти результаты позволили
авторам заключить, что увеличенное напряжение сдвига меняет функцию эндоте-
лия, подавляя экспрессию гена и белка АПФ. Позднее этот результат нашел под-
тверждение в опытах на культуре эндотелиоцитов пупочной вены и коронарной
артерии человека [11], активность АПФ в которых уменьшалась под действием на-
пряжения сдвига равного 12 дин/см2 в течение 24 ч на 28%, а в течение 72 ч почти
на 50%. Авторы этой работы выяснили, что увеличение действующего на клетки
напряжения сдвига сопровождается уменьшением активности АМФ-активируе-
мой киназы альфа два, что приводит к фосфорилированию и активации белка р53,
что, в свою очередь, активирует микроРНК 143/145, увеличение экспрессии кото-
рой обусловливает снижение как экспрессии белка АПФ, так и активности этого
фермента [11].

Поскольку АПФ обусловливает образование вазоконстриктора ангиотензина II
и подавление синтеза вазодилататора брадикинина, результаты работ [10] и [11]
подтверждали высказанное ранее предположение о том, что чувствительность эн-
дотелия к напряжению сдвига является не просто фактором, ослабляющим ответы
сосудов на констрикторные стимулы, но и обеспечивает постоянно реализующееся
некоторое расслабление гладких мышц в условиях нормального (не увеличенного)
кровотока.

В течение последних полутора десятилетий было получено достаточное число
данных, доказывающих, что первичным механорецептором, воспринимающим
действующее на стенку напряжение сдвига, являются волокна эндотелиального
гликокаликса. В исследованиях, проведенных на культуре эндотелиальных клеток,
было показано, что ферментативное повреждение или разрушение гликокаликса
подавляет выделение оксида азота в ответ на повышение напряжение сдвига [13,
14]. В опытах на изолированных сонных артериях кролика мы установили, что ар-



204 СОКОЛОВ и др.

терии, эндотелиальный гликокаликс которых был поврежден гепариназой III или
гиалуронидазой, утрачивают способность реагировать расширением на повыше-
ние скорости кровотока [15]. Все эти результаты свидетельствуют о том, что “ост-
рый”, развивающийся в течение нескольких секунд ответ эндотелиоцитов на по-
вышение напряжения сдвига, состоящий в активации NO-синтазы и выделении
оксида азота, опосредуется интактным гликокаликсом. Волокна гликокаликса де-
формируются под действием напряжения сдвига, передают возникающее в них
усилие на актиновые волокна кортикального слоя эндотелиоцитов, деформация
которых, в свою очередь, активирует NO-синтазу, что приводит к снижению глад-
комышечного тонуса.

Что касается ответа эндотелия на долговременное, измеряющееся часами или
сутками, повышение напряжения сдвига, то здесь можно выделить два эффекта.
Во-первых, ориентацию эндотелиоцитов и их удлинение вдоль линий тока [24] и,
во-вторых, изменение активности АПФ [10, 11]. Рецепция напряжения сдвига при
реализации обоих этих эффектов или любого одного из них может, вообще говоря,
осуществляться как непосредственно волокнами актина кортикального слоя эндо-
телиоцитов, так и гликокаликсом. В работе [23] было показано, что изменение
формы и ориентации клеток эндотелия, подвергающихся в течение нескольких су-
ток действию увеличенного напряжения сдвига, происходит только при сохране-
нии интактного гликокаликса. Вопрос о роли гликокаликса в изменении активно-
сти АПФ до настоящего времени не исследовался.

Опыты, результаты которых представлены в настоящей работе, были призваны
выяснить, является ли ответ на долговременное повышение напряжения сдвига на
эндотелии, выражающийся в уменьшении активности АПФ, также зависящим от
сохранности интактного гликокаликса. Приведенные на рис. 2 результаты показы-
вают, что в эндотелиальных клетках с интактным гликокаликсом, подвергавшихся
в течение 24 ч действию напряжения сдвига порядка 20 дин/см2, активность АПФ
снижается на 32 ± 19%, что вполне соответствует данным работ [10] и [11]. В то же
время, повреждение важнейших структур эндотелиального гликокаликса либо гиа-
луронидазой, разрушающей стержни гиалуронана, либо гепариназой III, повре-
ждающей волокна гепаран-сульфата, приводило к тому, что эндотелиальные клет-
ки переставали отвечать уменьшением активности АПФ на длительное (24 ч) дей-
ствие такого же, как в контроле (20 дин/см2), напряжения сдвига. Эти данные
свидетельствуют о том, что подавление активности АПФ при длительном воздействии
на эндотелиоциты высоким напряжением сдвига опосредуется гликокаликсом.

Результаты, представленные в настоящей работе, подтверждают сложившееся
на сегодняшний день представление о том, что волокна гликокаликса являются
единственным эндотелиальным механорецептором и именно их способность де-
формироваться под действием напряжения сдвига определяет все механочувстви-
тельные эндотелий-зависимые регуляторные реакции артериальных сосудов.
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Endothelial Glycocalyx Participates in Suppression of Angiotensin-Converting
Enzyme Activity Caused by Shear Stress

I. L. Sokolova, b, *, A. M. Melkumyantsa, b, O. A. Antonovaa

aRussian Cardiology Research Center, Moscow, Russia
bMoscow Institute of Physics and Technology (State University),
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Abstract—Role of endothelial glycocalyx in the suppression of angiotensin-converting
enzyme (ACE) activity under high shear stress was investigated in experiments on cul-
tured human umbilical vein endothelial cells. It was shown that ACE activity in the cells
with intact glycocalyx underwent relatively high (20–25 dyne/cm2) shear stress for 24 hours
decreased by 32 ± 19% as compared with low shear stress (<1 dyne/cm2). On the other
hand, the cells with glycocalyx injured using heparinase III or hyaluronidase did not
demonstrate the dependence of ACE activity upon shear stress. These data evidence that
shear stress-induced suppression of ACE activity is provided by mechanosensitivity of
endothelial glycocalyx.

Keywords: endothelium, glycocalyx, shear stress, angiotensin-converting enzyme, hep-
arinase, hyaluronidase
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