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Старение фибробластов кожи обусловлено генетическими особенностями и воздействием факторов внешней среды. Одним 

из физиологических аспектов старения кожи является снижение регенеративной способности фибробластов дермы, в том чис-

ле их способности к дифференцировке. 

Цель работы – изучить влияние пептида AED на дифференцировку фибробластов кожи человека при старении in vitro. Ис-

следование проведено на клетках линии DF-1 (дермальные фибробласты человека [мезенхимные стволовые клетки]), выделенные 

из кожи век 37-летнего донора женского пола). 

Методы. Для достижения репликативного старения клетки культивировали 25 пассажей. Влияние пептида AED на экс-

прессию генов и синтез белков ранней (Engrailed 1, PDGFRα) и поздней (Spry4, Twist2) дифференцировки фибробластов оценивали 

методами полимеразной цепной реакции и иммуноцитохимии. 
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Результаты. Экспрессия генов ENGRAILED1, PDGFRA, SPRY4, TWIST2 в «старых» фибробластах дермы была снижена 

соответственно в 1,7; 1,6; 1,5; 4,5 раза по сравнению с «молодыми» клетками кожи. Добавление пептида AED повышало экс-

прессию генов ENGRAILED1, PDGFRA, SPRY4, TWIST2 в «старых» фибробластах кожи соответственно в 1,9; 2,1; 2,3; 3,4 

раза. Экспрессия белков Engrailed 1, PDGFRα, Spry4, Twist2 в «старых» фибробластах кожи была снижена соответственно в 

1,9; 2,3; 5,1; 4,3 раза по сравнению с «молодыми» клетками кожи. Добавление пептида AED увеличивало синтез белков Engrailed 

1, PDGFRα, Spry4, Twist2 в «старых» фибробластах соответственно в 3,3; 2,0; 2,5; 3,9 раза. 

Заключение. Таким образом, пептид AED повышает функциональную активность фибробластов кожи при старении пу-

тем повышения экспрессии генов и синтеза белков дифференцировки дермальных фибробластов. Этот геропротекторный эф-

фект пептида AED может способствовать ускорению регенерации кожи, стимуляции хемотаксиса и митоза фибробластов, 

синтезу в них коллагена, активации ремоделирования внеклеточного матрикса. 

Ключевые слова: дермальные фибробласты человека, пептид AED, дифференцировка, экспрессия генов, репликативное ста-

рение
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Skin fibroblasts aging is caused by genetic features and the environmental factors influence. One of the physiological aspects of skin 

aging is a decrease of regenerative capacity of dermis fibroblasts, including their ability to differentiate. 

The aim of this work is to study the effect of the AED peptide on fibroblast differentiation of human skin when aging in vitro. 

Methods. The study was conducted on DF-1 cell line (human dermal fibroblasts (mesenchymal stem cells)) isolated from the skin of the 

eyelids of a 37-year-old female donor). Cells were cultured till 25 passages for achieving the replicative aging. The effects of the AED peptide 

on gene expression and protein synthesis of early (Engrailed 1, PDGFRα) and late (Spry4, Twist2) fibroblast differentiation were assessed 

by polymerase chain reaction and immunocytochemistry. 

Results. The expression of the ENGRAILED1, PDGFRA, SPRY4, TWIST2 genes decreased by 1,7; 1.6; 1.5; 4.5 times respectively with 

aging of dermal fibroblasts. The addition of the AED peptide increased the expression of the ENGRAILED1, PDGFRA, SPRY4, TWIST2 

genes in «old» skin fibroblasts by 1,9; 2,1; 2,3; 3,4 times, respectively. Expression of Engrailed 1, PDGFRα, Spry4, Twist2 proteins in 

fibroblasts decreased by 1,9; 2,3; 5,1; 4,3 times respectively with aging. The AED peptide increased the synthesis of Engrailed 1, PDGFRα, 

Spry4, Twist2 proteins in «old» fibroblasts by 3.3; 2.0; 2.5; 3.9 times respectively. 

Conclusion. Thus, the AED peptide increases the functional activity of skin fibroblasts during aging by increasing gene expression 

and synthesizing differentiation proteins in dermal fibroblast. This geroprotective effect of the AED peptide can accelerate the skin 

regeneration, stimulate chemotaxis and mitosis of fibroblasts, the synthesis of collagen in them, and activate the remodeling of the 

extracellular matrix. 

Key words: human dermal fibroblasts, AED peptide, differentiation, gene expression, replicative aging
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ВВЕДЕНИЕ
Старение кожи представляет собой сложный 

биологический процесс, включающий в себя ге-

нетические, эпигенетические факторы и влияние 

окружающей среды [1]. Снижение функций фи-

бробластов дермы во многом обуславливает физио-

логические механизмы старения кожи. Это связано 

с тем, что фибробласты представляют собой самую 

многочисленную субпопуляцию клеток кожи. Фи-

бробласты синтезируют основные компоненты 

дермальной матрицы: коллаген, эластин, гликоза-

мингликаны [2]. Старение фибробластов кожи об-

условлено снижением их способности к дифферен-

цировке. Основными факторами ранней и поздней 

дифференцировки фибробластов кожи являются 

белки Engrailed 1, PDGFRα, Spry4, Twist2. Экспрес-

сия гена ранней дифференцировки ENGRAILED-1 

в дермальных фибробластах повышается при об-

разовании раны. Активация этого гена является 

одним из механизмов репарации кожи [3, 4]. Фак-

тор роста тромбоцитов (PDGF) и его рецептор 

(PDGFR) регулируют раннюю дифференцировку 

и пролиферацию фибробластов в различных тка-

нях, в том числе в дерме. PDGF и PDGFR способ-

ствуют пролиферации, выживанию и миграции 

клеток мезенхимального происхождения. Установ-

лено, что PDGF стимулирует хемотаксис и митоз, 

активирует синтез коллагена и ремоделирование 

внеклеточного матрикса фибробластами кожи [5]. 

Белок Spry4 экспрессируется в эмбриональных тка-

нях, дерме и является супрессором опухолей. Spry4 

ингибирует сигнальный путь митоген-активируе-

мой протеинкиназы MAPK. Дезактивация каскада 

MAPK – один из ключевых механизмов регуляции 

дифференцировки и пролиферации фибробластов 

[6]. Установлено, что необходимым условием диф-

ференцировки мезенхимальных стволовых клеток 

в фибробласты является активация синтеза Fgf2, 

стимулирующего синтез белков Spry4, Twist2 и ин-

гибирующего сигнальный путь Erk1/2 [7, 8]. Белки 

Twist представляют собой высококонсервативные 

факторы транскрипции, регуляторы эмбриогене-

за. Twist2 участвует в дифференцировке различных 

клеточных линий, в частности, дермальных фибро-

бластов [7]. Twist2 активирует экспрессию генов, 

кодирующих цитокины и белки внеклеточного ма-

трикса, регулирующие поздние этапы дифферен-

цировки фибробластов кожи [9].

В регуляции экспрессии генов и синтеза белков 

дифференцировки клеток важную роль играют по-

липептидные комплексы и ультракороткие пептиды 

длинной 2-7 аминокислотных остатков [10, 11]. Уста-

новлено, что полипептидный комплекс хрящей в со-

вместном применении с ультракороткими пептидами 

на 38% повышает толщину дермы и на 15% увеличи-

вает толщину эпидермиса у женщин пожилого воз-

раста [12]. В составе полипептидного комплекса хря-

щей был идентифицирован трипептид AED. Пептид 

AED обладает теми же биологическими эффектами, 

что и полипептидный комплекс хрящей, и регули-

рует метаболизм соединительной ткани [13]. Пептид 

AED снижает апоптоз, стимулирует пролиферацию, 

повышает функциональную активность фибробла-

стов кожи, нормализует гомеостаз внеклеточного 

матрикса, обладает антиоксидантными и геропро-

текторными свойствами [14, 15, 16]. Пептид AED 

модулирует экспрессию геронтогенов при старении 

мезенхимальных стволовых клеток костного мозга 

эмбриона человека [17]. Известно, что направление 

дифференцировки клеток зависит от структуры и 

концентрации пептидов. Пептиды могут взаимодей-

ствовать с ДНК и гистонами, изменяя доступность 

генов для транскрипции, регулируют метилирование 

генов [18]. 

Цель работы – изучить влияние пептида AED на 

дифференцировку фибробластов кожи человека при 

старении in vitro.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Исследование выполнено на клетках линии 

DF-1 (дермальные фибробласты человека (мезен-

химные стволовые клетки), выделенные из кожи 

век 37-летнего донора женского пола) из коллек-

ции клеточных культур Института цитологии РАН 

(Санкт-Петербург). Клетки линии DF-1 характе-

ризуются экспрессией на мембране поверхностных 

антигенов, характерных для мезенхимных стволо-

вых клеток: CD44, CD73, CD90, CD105, HLA-ABC. 

Данная линия клеток при определенных услови-

ях способна к направленной дифференцировке и 

имеет ограниченный срок жизни. Фаза активного 

репликативного старения фибробластов линии 

DF-1 наступает на 25-м пассаже, что соответству-

ет примерно 50 удвоениям популяции клеток. 

Клетки культивировали в среде DMEM с добавле-

нием 10% эмбриональной бычьей сыворотки, 1% 

L-глютамина, 1,5% Hepes-буфера, раствора пени-

циллина и стрептомицина. При достижении клет-

ками 80% монослоя их пассировали с помощью 

смеси 0,25% трипсина и 0,2% версена в соотноше-

нии 1:3. Концентрация клеток при пассировании 

составила 50 тыс. клеток на 1 мл среды. Клетки на 

6-м («молодые» культуры) и 25-м («старые» культу-

ры) пассажах разделяли на 3 группы:

• 1-я – контроль;

•  2-я – добавление контрольного пептида GGG, 

400 нг/мл;

•  3-я – добавление исследуемого пептида AED, 

400 нг/мл. Фибробласты культивировали с пеп-

тидами в течение 24 ч.

После прохождения 25 пассажей жизнеспособ-

ность и пролиферативный потенциал дермальных 

фибробластов снижался, что было подтверждено ре-

зультатами MTS-теста. Снижение жизнеспособности 

клеток отражает их репликативное старение [19].

При исследовании экспрессии генов полную 

РНК выделяли из фибробластов 3-го и 22-го пас-

сажей с использованием фиксатора для стабили-
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зации РНК RNeasy Mini Kit (Qiagen LLC, США). 

Выделение РНК осуществляли, используя набор 

RNeasy MiniKit (Qiagen LLC, США) по протоколу, 

указанному производителем. Первую нить кДНК 

синтезировали с использованием Revert Aid First 

Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific 

Inc, США), используя 100 нг РНК на 20 мкл реак-

ционной смеси. Полученную кДНК использовали 

непосредственно как матрицу для количественной 

полимеразной цепной реакции (ПЦР) из расчета 

1 мкл на 24 мкл реакционной смеси. Конструиро-

вание олигонуклеотидных праймеров осуществля-

ли с помощью онлайн-сервиса NCBI Primer-Blast. 

Использовали пары праймеров, один из которых 

соответствовал участкам двух соседних экзонов. 

Экспрессию генов определяли методом ПЦР с 

регистрацией в режиме реального времени. Ко-

личественную ПЦР в присутствии интеркалиру-

ющего флуоресцентного красителя SYBR Green 

I проводили с помощью набора QuantiFast SYBR 

Green PCR Kit (Qiagen LLC, США) и термоцикле-

ра CFX96 Real-Time PCR Detection System (BioRad 

Laboratories, США). Статистическую обработку ре-

зультатов осуществляли в автоматическом режиме с 

помощью программного обеспечения CFX Manager 

Software. В качестве внутреннего стандарта исполь-

зовали мРНК GAPDH. Ее концентрацию во всех 

образцах принимали за единицу. 

Для исследования синтеза белков было произве-

дено иммуноцитохимическое окрашивание культур. 

Для проведения пермеабилизации использовали 0,1% 

Тритон X-100 («Биолот»), растворенный в фосфатно-

солевом буфере. Культуры клеток инкубировали в 1% 

фосфатно-солевом буфере (pH 7,5) в течение 30 мин 

для блокировки неспецифического связывания. Ин-

кубацию с первичными антителами проводили в те-

чение 60 мин. В работе использовали первичные мо-

ноклональные антитела к Engrailed 1 (1:250, Abcam, 

США), PDGFRα (1:100, Abcam, США), Spry4 (1:100, 

Abcam, США), Twist2 (1:100, Abcam, США). Ядра кле-

ток докрашивали Hoechst 33258 (Sigma), в результате 

чего они флюоресцировали темно-синим. Красная 

флуоресценция характеризовала экспрессию иссле-

дуемых маркеров (инкубация со вторичными анти-

телами, конъюгированными с флюорохромом Alexa 

Fluor 647 (1:1000, Abcam), в течение 30 мин при ком-

натной температуре, в темноте. Исследование прово-

дили на конфокальном микроскопе LSM 710 (Zeiss 

GmbH, Германия). Полученные изображения ана-

лизировали с помощью программы ImageJ (National 

Institutes of Health, США). В каждом случае анализи-

ровали 5 полей зрения при ×200. Площадь экспрес-

сии рассчитывали как отношение площади иммуно-

окрашенных клеток к общей площади клеток в поле 

зрения и выражали в %.

Статистическая обработка данных включала под-

счет среднего арифметического, стандартного откло-

нения и доверительного интервала для каждой вы-

борки и проводилась в программе Statistica 6.0. Для 

анализа вида распределения использовали критерий 

Шапиро–Уилка. Для проверки статистической одно-

родности нескольких выборок использовали крите-

рий Крускала–Уоллиса. Для попарного сравнения 

групп применяли t-критерий Стьюдента. Критиче-

ский уровень достоверности нулевой гипотезы (об 

отсутствии различий) принимали равным 0.01.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
При репликативном старении дермальных 

фибробластов наблюдалось снижение экспрес-

сии генов ENGRAILED1, PDGFRA, SPRY4, TWIST2 

соответственно в 1,7; 1,6; 1,5; 4,5 раза (табл. 1). До-

бавление пептида AED в 1,5 раза повышало экспрес-

сию гена ранней дифференцировки фибробластов 

ENGRAILED1 и в 1,3 раза увеличивало экспрессию 

гена поздней дифференцировки фибробластов SPRY4 

в «молодых» клетках. Контрольный пептид GGG 

снижал экспрессию гена ранней дифференцировки 

фибробластов PDGFRA в «молодых» фибробластах 

кожи в 1,9 раза по сравнению с контролем.

Таблица 1

Влияние пептида AED на экспрессию генов дифференцировки 
дермальных фибробластов при репликативном старении

Table 1

The influence of AED peptide on dermal fibroblasts differentiation genes expression during replicative aging

Ген

Экспрессия мРНК, усл. ед.

«молодые» культуры «старые» культуры

контроль пептид GGG пептид AED контроль пептид GGG пептид AED

ENGRAILED1 1,15±0,17 1,01±0,09 1,79±0,22* 0,67±0,09* 0,70±0,05 1,24±0,11**

PDGFRA 2,09±0,19 1,12±0,15* 1,88±0,24 1,29±0,18* 0,97±0,17 2,67±0,31**

SPRY4 1,33±0,17 1,40±0,20 1,78±0,10* 0,87±0,11* 0,71±0,13 1,98±0,17**

TWIST2 2,56±0,23 2,11±0,24 2,35±0,16 0,57±0,04* 0,70±0,11 1,94±0,16**

Примечание. * – p<0,01 по сравнению с контролем в «молодых» культурах; ** – p<0,01 по сравнению с контролем в «старых» культурах.

Note. * – p<0.01 in comparison with the control in «young» cultures; ** – p<0.01 in comparison with the control in «old» cultures.
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В «старых» культурах добавление пептида AED 

увеличивало экспрессию генов ENGRAILED1, 
PDGFRA, SPRY4, TWIST2 соответственно в 1,9; 2,1; 

2,3; 3,4 раза по сравнению с этими показателями в 

контроле (табл. 1). После добавления пептида AED 

к фибробластам кожи, находящимся в состоянии ре-

пликативного старения, экспрессия генов дифферен-

цировки была сопоставима со значениями, характер-

ными для «молодых» клеток. Контрольный пептид 

GGG не влиял на экспрессию генов дифференци-

ровки дермальных фибробластов при репликативном 

старении.

Далее было исследовано влияние пептида AED на 

синтез белков дифференцировки дермальных фибро-

бластов при старении in vitro. Установлено, что при ре-

пликативном старении происходит уменьшение пло-

щади экспрессии белков Engrailed 1, PDGFRα, Spry4, 

Twist2 в дермальных фибробластах соответственно в 

1,9; 2,3; 5,1; 4,3 раза (табл. 2). Пептид AED повышал 

экспрессию белков Engrailed 1 и Twist2 в «молодых» 

фибробластах кожи соответственно в 1,7 и 1,3 раза. 

При добавлении пептида AED в «молодые» культу-

ры фибробластов дермы площадь экспрессии белков 

PDGFRα и Spry4 достоверно не изменялась. Кон-

трольный пептид GGG не влиял экспрессию белков 

дифференцировки в «молодых» и «старых» культурах. 

Пептид AED повышал площадь экспрессии белков 

дифференцировки дермальных фибробластов в «ста-

рых» культуры фибробластов. Под действием пептида 

AED экспрессия белка Engrailed 1 увеличилась в 3,3 

раза, белка PDGFRα – в 2,0 раза, Spry4 – в 2,5 раза, 

белка Twist2 – в 3,9 раза по сравнению с этими по-

казателями в контрольных «старых» культурах (табл. 

2, рис. 1). 

Обсуждение. В настоящее время молекулярно-

клеточный механизм действия большинства ультра-

коротких пептидов, регулирующих функции клеток 

кожи, не достаточно изучен. Пептиды имеют ма-

ленький размер, благодаря чему могут проникать 

через роговой слой кожи. Эти вещества участвуют в 

естественных метаболических реакциях дермальных 

фибробластов, что указывает на перспективность их 

исследований в геронтологии и дерматологии [20]. 

Одним из пептидов, регулирующих функции клеток 

кожи при старении, является AED.

Пептид AED повышает экспрессию генов 

(ENGRAILED1, PDGFRA, SPRY4, TWIST2) и синтез 

белков дифференцировки (Engrailed 1, PDGFRα, 

Spry4, Twist2) в «молодых» и «старых» фибробла-

стах кожи человека. Следует отметить, что под дей-

ствием пептида AED уровень экспрессии генов и 

синтеза белков дифференцировки в «старых» дер-

мальных фибробластах достигает значений, харак-

терных для «молодых» клеток. При этом в «старых» 

культурах эффект пептида AED более выражен, чем 

в «молодых» фибробластах. Эти данные указывают 

на геропротекторное действие трипептида и согла-

суются с результатами ранее проведенных исследо-

ваний [14, 15]. 

Ранее было установлено, что пептид AED сти-

мулирует синтез гистоновых деацетилаз Sirt-1, Sirt-6 

в фибробластах кожи человека при репликативном 

старении [15]. Методами физикохимии и молеку-

лярного моделирования выявлено, что ультракорот-

кие пептиды могут комплементарно связываться с 

определенными последовательностями двунитевой 

ДНК. Это связывание в промоторной области ге-

нов приводит к регуляции их экспрессии и синтеза 

соответствующих белков [21]. Предполагается, что 

пептид AED может комплементарно связываться с 

последовательностью ДНК CGGG в промоторе гена 

SIRT1 5’cgggtcacgtgatggggtttaaatctcccgcagccggagccgc

gggggcgccagtgccgc 3’ (Eukaryotic Promoter Database). 

Sirt-1 регулирует функции фактора транскрипции 

SOX2, который участвует в активации и репрограм-

мировании плюрипотентных стволовых клеток че-

рез сигнальный путь miR-34a-SIRT1-p53. Sirt-6 уча-

ствует в репрограммировании фибробластов кожи 

через регуляцию активности miR-766. Это способ-

ствует активации генов дифференцировки дермаль-

Таблица 2

Влияние пептида AED на синтез белков дифференцировки 
дермальных фибробластов при репликативном старении

Table 2

The influence of AED peptide on dermal fibroblasts differentiation protein sythesis during replicative aging

Белок

Площадь экспрессии, %

«молодые» культуры «старые» культуры

контроль пептид GGG пептид AED контроль пептид GGG пептид AED

Engrailed 1 0,78±0,12 0,70±0,10 1,34±0,11* 0,42±0,05* 0,35±0,05 1,40±0,17**

PDGFRα 1,22±0,20 0,96±0,13 1,19±0,15 0,52±0,06* 0,60±0,07 1,03±0,11**

Spry4 1,79±0,18 1,90±0,21 1,76±0,16 0,35±0,04* 0,41±0,05 0,83±0,07**

Twist2 1,90±0,23 1,73±0,16 2,50±0,21* 0,44±0,04* 0,55±0,13 1,72±0,19**

Примечание. * – p<0,01 по сравнению с контролем в «молодых» культурах; ** – p<0,01 по сравнению с контролем в «старых» культурах

Note. * – p<0.01 in comparison with the control in «young» cultures; ** – p<0.01 in comparison with the control in «old» cultures 
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ных фибробластов Sox2, Oct4, Nanog путем ацети-

лирования гистона H3 по лизину в 56-м положении 

[22]. Влияние пептида AED на дифференцировку 

фибробластов кожи может достигаться через регу-

ляцию экспрессии генов и синтеза белков семейства 

сиртуинов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, пептид AED повышает функци-

ональную активность фибробластов кожи при ста-

рении путем повышения экспрессии генов и синтеза 

белков дифференцировки дермальных фибробластов. 

Этот геропротекторный эффект пептида AED может 

способствовать ускорению регенерации кожи, стиму-

ляции хемотаксиса и митоза фибробластов, синтезу в 

них коллагена, активации ремоделирования внекле-

точного матрикса.
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Рис. 1. Экспрессия Twist2 в цитоплазме фибробластов кожи при репликативном старении. Иммунофлуоресцент-

ная микроскопия, ×200. Экспрессия Twist2 – красная флуоресценция, Alexa Fluor 567. Ядра докрашены Hoechst 

33258, синяя флуоресценция. А – контроль, «молодая» культура; Б – контроль «старая» культура»; В – пептид 

AED, «старая» культура»

Fig. 1. Twist2 expression in the cytoplasm of skin fibroblasts during replicative aging. Immunofluorescent microscopy, ×200. 

Twist2 expression – red fluorescence, Alexa Fluor 567. Nucleus marked by Hoechst 33258, blue fluorescence. А – control, 

«young» culture; B – control «old» culture; C – AED peptide, «old» culture

a (a) б (b) в (c)
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