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Введение

Интерстициальные заболевания лёг-
ких характеризуются воспалением или фи-
брозом интерстициального пространства, 
основным следствием которых является 
нарушение газообмена, приводящее к раз-
витию одышки и, во многих случаях, дыха-
тельной недостаточности и смерти [1].

По оценкам, существует более 200 раз-
личных заболеваний, которые могут приво-

дить к развитию интерстициальных заболе-
ваний лёгких [2]. Они варьируют от крайне 
редких патологий, таких как лимфангио-
лейомиоматоз, до системных заболеваний 
соединительной ткани, включая системную 
склеродермию и ревматоидный артрит, при 
которых интерстициальное поражение лёг-
ких является частым клиническим прояв-
лением, а также более распространённых 
заболеваний, таких как идиопатический 
лёгочный фиброз, на долю которого при-

УДК 616.24-002.2-092:576.385.5:577.21
DOI: 10.58708/2074-2088.2026-3(39)-﻿

Е.С. Зиновкина1, Н.В. Чуешова2, 
М.Н. Михасёв3, А.С. Пилотович2, 
А.С. Калашникова2, О.В. Осипкина1, 
А.С. Шафорост1, А.А. Зятьков1, 
О.П. Шляхто3, Д.А. Зиновкин1

ИЗМЕНЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ BMP2 И BMP7 ПРИ 
TGF-Β1-ИНДУЦИРОВАННОМ ЭНДОТЕЛИАЛЬНО-
МЕЗЕНХИМАЛЬНОМ ПЕРЕХОДЕ КЛЕТОК HUVEC

1УО «Гомельский государственный медицинский университет», г. Гомель, Беларусь; 
2ГНУ «Институт радиобиологии НАН Беларуси», г. Гомель, Беларусь; 

3УЗ «Гомельская городская клиническая больница №2», г. Гомель, Беларусь

Эндотелиально-мезенхимальный переход (EndMT) является одним из ключевых ме-
ханизмов трансформации эндотелиальных клеток, участвующих в развитии фиброзных 
изменений лёгких. Регуляция данного процесса может быть обусловлена изменениями 
экспрессии представителями семейства костных морфогенетических белков (BMP), од-
нако изменение их экспрессии при развитии EndMT остаётся недостаточно изученной.

Целью исследования было изучение динамики экспрессии генов BMP2 и BMP7 при 
моделировании эндотелиально-мезенхимального перехода в культуре эндотелиальных 
клеток пупочной вены человека (HUVEC). Исследование выполнено на первичной куль-
туре HUVEC 3 пассажа. EndMT индуцировали воздействием рекомбинантного TGF-β1 
(0,5 нг/мл). Функциональные изменения клеток оценивали методом «заживления цара-
пины». Экспрессию генов BMP2, BMP7, α-SMA и TGF-β определяли методом количе-
ственной ПЦР в реальном времени. Статистический анализ проводили с использованием 
непараметрических критериев Манна — Уитни и Краскела — Уоллиса. Было установле-
но, что добавление TGF-β1 приводило к значительному снижению миграционной актив-
ности эндотелиальных клеток. Развитие EndMT сопровождалось постепенным повыше-
нием экспрессии BMP2 и α-SMA с выраженным подавлением экспрессии BMP7. Наи-
более выраженные молекулярные изменения наблюдались через 48 часов и достигали 
максимума к 7 суткам. Полученные результаты свидетельствуют о разнонаправленной 
регуляции BMP2 и BMP7 в процессе EndMT и указывают на участие изменения экспрес-
сии генов BMP в формировании мезенхимального фенотипа клеток.

Ключевые слова: эндотелиально-мезенхимальный переход, HUVEC, TGF-β1, BMP2, 
BMP7, α-SMA, миофибробласты, фиброз
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ходится около 1% всех случаев смерти от 
интерстициальных заболеваний легких [3].

Одним из сравнительно недавно при-
знанных свойств эндотелиальных клеток 
является их выраженная способность к 
пластичности, включающая возможность 
перехода из эндотелиального в мезенхимо-
подобное клеточное состояние посредством 
процесса, известного как эндотелиально-
мезенхимальный переход (EndMT) [4, 5].

Процесс EndMT сопровождается мас-
штабной клеточной перестройкой. Он 
включает изменения экспрессии генов и 
белков, характеризующиеся утратой эн-
дотелиальных маркеров (например, VE-
кадгерина и CD31) и приобретением ме-
зенхимальных или миофибробластических 
маркеров (например α-гладкомышечного 
актина (α-SMA) [6]. Кроме того, развива-
ются фенотипические изменения, соответ-
ствующие переходу к мезенхимальному 
фенотипу, включая изменение миграцион-
ной активности клеток, повышение про-
дукции коллагена, увеличение сократи-
тельной способности, а также возрастание 
способности клеток к инвазии через вне-
клеточный матрикс и другие субстраты [7].

Семейство костных морфогенетиче-
ских белков (BMP) находится в антаго-
низме с TGF-β, конкурируя за общий ко-
активатор Smad4 [8]. BMP7 признан клас-
сическим антифибротическим фактором, 
подавляющим EndMT и синтез коллагена, 
однако его экспрессия при критически сни-
жена при фиброзирующих заболеваниях 
[9]. Роль BMP2 остаётся парадоксальной 
и может быть про-фибротической [8]. Не-
смотря на имеющиеся данные, существует 
выраженный пробел в понимании времен-
ной динамики молекулярных событий на 
ранних этапах EndMT [10].

Целью настоящей работы явилось из-
учение временной динамики экспрессии 
BMP2 и BMP7 в процессе EndMT в культу-
ре эндотелиальных клеток HUVEC.

Материал и методы исследования

Проведение исследований одобрено 
этическим комитетом Учреждения об-

разования «Гомельский государственный 
медицинский университет». Исследование 
выполнено на первичных эндотелиальных 
клетках пупочной вены человека (HUVEC), 
полученных из 4 пуповин.

Биоматериал транспортировали в сте-
рильных контейнерах с раствором Хенкса 
(HBSS) при 4°C. Выделение клеток про-
изводили в течении 2 часов после получе-
ния образцов. После промывания пупоч-
ной вены раствором фосфатно-солевого 
буфера (PBS) в сосуд вводили 0,1% рас-
твор коллагеназы II типа (Servicebio, Кат. 
№ GC305014-100MG) и инкубировали в 
течении 8 минут при 37°C. Полученный 
клеточный суспензат нейтрализовали бу-
фером с эмбриональной бычьей сыворот-
кой (FBS), фильтровали через мембранный 
фильтр (100 мкм) и центрифугировали при 
200g в течение 10 минут. Осадок ресуспен-
дировали в полной среде для культивиро-
вания эндотелиальных клеток (Elabscience 
Biotechnology, Кат. № CM-ZY001) и высе-
вали во флаконы, покрытые 0,1% желати-
ном (НПП «ПанЭко», Кат. № Ф061). Клет-
ки культивировали при 37°C и 5% CO2, 
замену среды проводили каждые 48 часов 
до формирования монослоя. Пассирование 
выполняли с использованием 0,25% рас-
твора трипсин/ЭДТА; концентрацию кле-
ток определяли в камере Горяева.

В эксперименте использовали культуру 
HUVEC 3 пассажа. Эксперимент повторя-
ли дважды. Клетки высевали на чашки Пе-
три диаметром 35 мм и культивировали 48 
часов до формирования монослоя. После 
удаления среды и промывания PBS образ-
цы разделяли на две группы: контрольную 
(базовая среда с 4% FBS и 1% пеницил-
лина-стрептомицина) и эксперименталь-
ную (аналогичная среда с добавлением 
рекомбинантного человеческого TGF-β1 в 
концентрации 0,5 нг/мл). Для исключения 
влияния эндотелиальных факторов роста 
использовали среду без дополнительных 
ростовых добавок. Инкубацию проводили 
48 часов при 37°C и 5% CO2.

Миграционную активность оценивали 
методом «заживления царапины» (scratch 
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test). После формирования монослоя сте-
рильным скребком наносили линейное 
повреждение, удаляли клеточный дебрис 
промыванием PBS и добавляли соответ-
ствующую среду. Изображения получали 
методом фазово-контрастной микроскопии 
через 0, 24 и 48 часов. Площадь дефекта 
анализировали с использованием про-
граммного пакета ImageJ (версия 1.54g), 
миграцию рассчитывали как процент 
уменьшения площади повреждения отно-
сительно исходного значения.

Общую РНК из клеточных культур выде-
ляли с использованием набора «РИБО-Преп» 
(«АмплиСенс», РФ) согласно инструкции 
производителя. Концентрацию и чистоту 
РНК определяли на безкюветном спектрофо-
тометре Nanodrop ND-1000 («Thermo Fisher 
Scientific», США). Для удаления остаточной 
геномной ДНК препараты обрабатывали на-
бором «DNase I, RNase-free» («Thermo Fisher 
Scientific», США). Обратную транскрип-
цию выполняли с использованием набора 
«РЕВЕРТА-L» («ФБУН ЦНИИ эпидемиоло-
гии Роспотребнадзора», РФ).

Последовательности праймеров для 
генов BMP2, TGF-β1, BMP7, a-SMA и ре-
ференсного гена GAPDH были подобраны 
по данным литературы и синтезированы 
ООО «АртБиоТех» (РБ) (таблица 1). В ка-
честве гена-нормализатора использовали 
GAPDH, характеризующийся стабильным 
уровнем экспрессии.

Амплификацию проводили методом 
ПЦР в реальном времени с использовани-

ем готовой ПЦР-смеси ArtMix Color ДНК-
полимераза (2×) (ООО «АртБиоТех», РБ) на 
амплификаторе Gentier96E (Xian Tianlong 
Science and Technology Co., КНР) в соответ-
ствии с протоколом производителя.

Относительный уровень экспрессии 
генов рассчитывали методом ΔCt. Для каж-
дого образца определяли разность между 
пороговыми циклами исследуемого и ре-
ференсного генов.

Оптимальными считались значения 
наклона –3,322, коэффициента амплифи-
кации 2 и эффективности 1, что соответ-
ствовало 100%-ной эффективности ПЦР. 
В данном исследовании эффективность 
амплификации для всех исследуемых ло-
кусов составляла 1,85, что свидетельствует 
о высокой воспроизводимости и коррект-
ности проведённой реакции.

Результаты были представлены в виде 
медианы (Me) и интерквартильного раз-
маха (Q1; Q3). Сравнение групп проводили 
с использованием тестов Манна — Уит-
ни и Краскела — Уоллиса. Статистически 
значимыми различиями принимали при 
p<0,05. Статистический анализ данных 
проводили с использованием программно-
го пакета GraphPad Prism 9 (GraphPad, Ве-
ликобритания).

Результаты исследования

Для оценки функциональных изменений 
эндотелиальных клеток в процессе EndMT 
проводили оценку миграционной активно-
сти in vitro методом scratch теста. Результаты 

Таблица 1 — Нуклеотидная последовательность праймеров

Название праймера Последовательность Размер продукта, пар нуклеотидов (п.н.)

BMP2
TGTATCGCAGGCACTCAGGTCA

133
CCACTCGTTTCTGGTAGTTCTTC

humTGF-β1 AACCCACAACGAAATCTATG 146CTTTTAACTTGAGCCTCAGC

BMP7
GCCGACATGGTGATGAGTT

83
CGGAATTCTCTGTGGTGGTATC

a-SMA
CCGAGATCTCACCGACTACC

120
TCCAGAGCGACATAGCACAG

GAPDH
CTGGGCTACACTGAGCACC

101
AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG

Клиническая медицина
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оценки степени зарастания искусственной 
раны представлены на рисунке.1.

Анализ полученных данных (табли-
ца  2) показал, что в начальный момент 
времени (0 часов) статистически значимых 
различий в площади дефекта монослоя 
между контрольной и опытной группами 
не выявлено (p>0,999), что свидетельству-
ет о корректности формирования исходных 
условий эксперимента и сопоставимости 
стартовых параметров.

Через 24 часа культивирования в кон-
трольной группе наблюдалось физиологи-
ческое закрытие дефекта на 21,2% (пло-
щадь остаточной царапины 413520 мкм2), 
что отражает естественную миграционную 
и пролиферативную активность интактных 
эндотелиальных клеток. В опытной группе 
с добавлением TGF-β1 процесс зарастания 
был достоверно замедлен: степень закры-
тия составила лишь 7,3% (площадь оста-
точной раны — 695633 мкм2). Различия 
между группами на данной временной точ-
ке были статистически значимы (p<0,001).

К 48 часам эксперимента в контроль-
ной группе зафиксировано полное закры-
тие дефекта монослоя (100%, площадь ца-
рапины — 0 мкм2). В группе с индукцией 

эндотелиально-мезенхимального перехода 
площадь дефекта оставалась существен-
ной и составила 659566 мкм2 (степень за-
крытия — 14,5%), что также статистически 
значимо отличалось от контроля (p<0,001).

Полученные данные свидетельствуют 
о том, что индукция ЭМП под действи-
ем TGF-β1 сопровождается выраженным 
подавлением миграционного потенциала 
эндотелиальных клеток. Замедление за-
крытия дефекта монослоя коррелирует с 
перестройкой клеточного фенотипа: утра-
той межклеточных адгезивных контактов 
(VE-cadherin, CD31), реорганизацией акти-
нового цитоскелета и снижением подвиж-
ности, что является характерным функци-
ональным признаком перехода эндотелия в 
мезенхимальное состояние.

Исходные уровни экспрессии BMP2, 
a-SMA, BMP7 и TGF-β в эксперименталь-
ной и контрольной группах статистически 
не различались (во всех случаях p>0,05), 
что подтверждает сопоставимость иссле-
дуемых групп до начала стимуляции.

Под действием TGF-β экспрессия BMP2 
возрастала постепенно. Через 24 часа меж-
групповые различия отсутствовали (0,44 
(0,43; 0,48) против 0,45 (0,37; 0,49); U=31,0; 

Рисунок 1 — Динамика заживления царапины монослоя культуры HUVEC в 
условиях индукции эндотелиально-мезенхимального перехода TGF-β1 (0,5 нг/мл)

Таблица 2 — Изменение площади искусственно созданной царапины для оценки 
скорости миграции клеток в условиях эндотелиально-мезенхимального перехода.
Время индицирования Контрольная группа (мкм2) Опытная группа (мкм2) р
0 часов 524838 (524071; 525605) 655411 (492923; 779087) р≥0,999
24 часа 413520 (407282; 432668) 695633 (211612; 924787) р=0,0002
48 часов 0 (0; 0) 659566 (146778; 905905) р=0,0006
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p=0,483). Через 48 часов экспрессия BMP2 в 
экспериментальной группе увеличилась до 
1,48 (1,35; 1,55), что значительно превышало 
контроль (0,45 (0,33; 0,55); U=0,0; p<0,001). 
На 7-е сутки различия достигли максиму-
ма: 2,63 (2,56; 2,65) против 0,44 (0,33; 0,55) 
(U=0,0; p<0,001). Общая динамика была ста-
тистически значимой только в эксперимен-
тальной группе (H=31,8; p<0,001).

Экспрессия a-SMA также не различа-
лась между группами на исходном уровне и 
через 24 часа (p>0,05). Через 48 часов в экс-
периментальной группе зарегистрировано 
увеличение до 1,74 (1,64; 1,86) против 1,29 
(1,21; 1,38) в контроле (U=78,0; p=0,001). 
На 7-е сутки медиана достигла 4,32 (4,21; 
4,38), тогда как в контрольной группе со-
ставила 1,33 (1,06; 1,44) (U=64,0; p<0,001). 
Анализ Краскела — Уоллиса подтвердил 
статистически значимые изменения во 
времени в обеих группах, однако в экспе-
риментальной группе прирост экспрессии 
был значительно более выраженным.

Для BMP7 наблюдалась противополож-
ная динамика. Уже через 24 часа после сти-
муляции TGF-β экспрессия снизилась с 4,22 
(4,12; 4,26) до 0,46 (0,07; 1,35), что соответ-
ствовало уменьшению в 9,2 раза (U=81,0; 
p<0,001). Через 48 часов медиана составила 
0,00 (0,00; 1,20), а на 7-е сутки — 0,00 (0,00; 
0,00). Во всех временных точках различия 
с контролем были статистически значимы-
ми (p≤0,045). Анализ общей динамики под-
твердил значимые изменения экспрессии 
BMP7 во времени (H=24,45; p<0,001).

Экспрессия эндогенного TGF-β на про-
тяжении первых 48 часов статистически 
не различалась между экспериментальной 
и контрольной группами (p>0,05). На 7-е 
сутки в экспериментальной группе отмече-
но повышение до 2,63 (2,57; 2,65), стати-
стически значимое по сравнению с 48-ча-
совой точкой (U=8,5; p=0,009), тогда как в 
контроле достоверных изменений не вы-
явлено. Общая временная динамика была 
значимой только в экспериментальной 
группе (H=9,668; p=0,022).

Таким образом, стимуляция TGF-β со-
провождалась последовательным увеличе-

нием экспрессии BMP2 и a-SMA, выражен-
ным подавлением BMP7 и отсроченным по-
вышением экспрессии эндогенного TGF-β. 
Наиболее выраженные изменения реги-
стрировались через 48 часов и достигали 
максимума к 7-м суткам культивирования.

Заключение

Полученные данные указывают, что 
TGF-β1-индуцированный EndMT сопрово-
ждается изменением молекулярного про-
филя эндотелиальных клеток, включающим 
повышение экспрессии BMP2 и α-SMA, и 
снижение BMP7, на фоне уменьшения ми-
грационной активности клеток и приобре-
тения миофибробластического фенотипа.
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THE ALTERATIONS IN BMP2 AND BMP7 EXPRESSION DURING TGF-Β1-
INDUCED ENDOTHELIAL-TO-MESENCHYMAL TRANSITION IN HUVEC

Endothelial-to-mesenchymal transition (EndMT) represents one of the key mechanisms 
underlying endothelial cell transformation and contributes to the development of pulmonary 
fibrotic remodeling. The regulation of this process may involve alterations in the expression 
of bone morphogenetic proteins (BMPs); however, the expression dynamics of BMP family 
members during EndMT remain insufficiently characterized. The aim of this study was to in-
vestigate the temporal changes in BMP2 and BMP7 gene expression during the induction of 
endothelial-to-mesenchymal transition in human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). 
The study was performed using primary HUVEC cultures at passage 3. EndMT was induced 
by treatment with recombinant TGF-β1 (0,5 ng/mL). Functional alterations in cell behavior 
were assessed using the scratch wound healing assay. The expression levels of BMP2, BMP7, 
α-SMA, and TGF-β genes were determined by quantitative real-time polymerase chain reaction 
(qRT-PCR). Statistical analysis was performed using the nonparametric Mann–Whitney U test 
and Kruskal–Wallis test. TGF-β1 stimulation resulted in a significant reduction in endothelial 
cell migratory activity. The progression of EndMT was accompanied by a gradual increase in 
BMP2 and α-SMA expression, along with a pronounced suppression of BMP7 expression. The 
most prominent molecular changes were observed after 48 h of stimulation and reached their 
maximum intensity by day 7. These findings demonstrate the differential regulation of BMP2 
and BMP7 during EndMT and suggest that an imbalance in BMP gene expression contributes 
to the acquisition of a mesenchymal phenotype by endothelial cells.

Key words: endothelial-to-mesenchymal transition, HUVEC, TGF-β1, BMP2, BMP7, 
α-SMA, myofibroblasts, fibrosis
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