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Реконструированный эпидермис человека (РЭ) — тканеинженерная конструкция in vitro, подобная 
нативному эпидермису.
Цель исследования. Разработать полнослойный РЭ. Охарактеризовать его структуру: определить 
наличие всех слоев эпидермального компонента, в том числе базального, шиповатого, гранулярно-
го и рогового слоев эпидермиса; детектировать базальную мембрану, границу между эпидермаль-
ным и мезенхимальным компонентом. 
Материалы и методы. Выделение кератиноцитов и фибробластов из донорской кожи человека. 
Культивирование кератиноцитов и фибробластов в 2D-условиях in vitro, пересев клеток и форми-
рование 3D-модели РЭ, получение криосрезов, гистологическая окраска, иммуногистохимическое 
(ИГХ) исследование с антителами к цитокератинам 14 и 10, белку Ki67, лорикрину, ламинину 5 
и плектину. 
Результаты. Разработана методика формирования РЭ. Гистологическое исследование показало, 
что при формировании РЭ происходит стратификация слоев кератиноцитов. Формируются слои 
базальных, шиповатых, гранулярных и ороговевающих кератиноцитов. С помощью ИГХ-исследо-
вания показали пролиферативную активность кератиноцитов базального слоя и детектировали 
наличие белков-маркеров, характерных для кератиноцитов на разных стадиях дифференцировки. 
Базальные кератиноциты РЭ подобно нативным формируют гемидесмосомы и синтезируют белки 
базальной мембраны. 
Заключение. Получен отвечающий всем характеристикам нативного эпидермиса полнослойный 
РЭ человека in vitro, пригодный для фундаментальных и практических исследований в области био-
логии кожи, дерматологии и косметологии.

Ключевые слова: реконструированный эпидермис человека, кератиноциты, базальный слой, шиповатый слой, 
гранулярный слой, роговой слой, базальная мембрана, иммуногистохимическое исследование.
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Background. The reconstructed human epidermis (RE) is an in vitro tissue-engineering construct similar to 
the native epidermis.
Objective. To develop a full-layer RE. Describe its structure: determine the presence of all layers of the 
epidermal component, including basal, spinous and granular layers and stratum corneum of the epidermis; 
detect the basement membrane, the border between the epidermal and mesenchymal component.
Materials and methods. Isolation of keratinocytes and fibroblasts from human donor skin. Cultivation 
of keratinocytes and fibroblasts in vitro under 2D conditions, cell subculturing and 3D modeling of 
RE, obtaining cryosections, histological staining, immunohistochemical (IHC) study with antibodies to 
cytokeratins 14 and 10, Ki67 protein, loricrin, laminin 5 and plectin.
Results. A technique was developed for the formation of RE. Histological examination showed that the 
stratification of keratinocyte layers occurs during the formation of RE. Layers are formed including basal, 
spinous and granular layers and stratum corneum. The IHC study has shown the proliferative activity of 
keratinocytes of the basal layer and has detected the presence of marker proteins of keratinocytes at 
different stages of differentiation. RE basal keratinocytes, like native ones, form hemidesmosomes and 
synthesize basement membrane proteins.
Conclusions. A full-layer human RE was obtained in vitro. RE meets all the characteristics of the native 
epidermis and it is suitable for basic and practical research in the field of skin biology, dermatology, and 
cosmetology.

Keywords: human epidermis, keratinocytes, basal layer, spinous layer, granular layer, stratum corneum, basement 
membrane, immunohistochemistry.
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  Введение
Биология кожи и ее придатков интенсивно изуча-

ется на протяжении многих лет. Исследования в этой 
области дали обширные и значимые результаты, рас-
крывающие механизмы многих процессов, имеющих 
общебиологическое значение. Среди них — регуляция 
клеточной пролиферации, дифференциации, транс-
формации, стволовые клетки и их ниши, эпителио-ме-
зенхимные взаимодействия, морфогенез, регенерация, 
заболевания кожи и многие др. [1—10]. Кожа представ-
ляет собой сложный орган, состоящий из эпидерми-
са, дермы, подкожной жировой клетчатки и придатков 
кожи, включая волосяной фолликул, сальную и потовую 
железы.

Эпидермис — наружный слой кожи, который явля-
ется первым защитным барьером организма. Хорошо 
известно, что различные типы эпителиев в организме 
утрачивают мертвые клетки путем слущивания и са-
мообновляются за счет активности стволовых клеток. 
Эпидермальные стволовые клетки располагаются 
в базальном слое эпидермиса на базальной мембране 
и вместе с потомками образуют эпидермальные проли-
феративные единицы [11]. На основании имеющихся 
представлений об организации тканей их можно отне-
сти к структурно-функциональным единицам [4, 12, 13].

Гомеостаз эпидермиса, как известно, поддержива-
ется за счет баланса между пролиферацией базальных 
клеток и дифференцировкой/стратификацией супраба-
зальных. В начале дифференцировки базальные кера-
тиноциты прекращают пролиферировать и, оказавшись 
в супрабазальном клеточном слое, запускают програм-
му дифференцировки, кульминацией которой является 
корнификация и потеря клеточного ядра. Определение 
точной последовательности событий коммитирования 
и дифференцировки как на уровне отдельных клеток, 
так и в составе тканей до сих пор является важной те-
мой фундаментальных исследований. Базальный слой 
кератиноцитов контактирует с базальной мембраной 
и характеризуется высоким пролиферативным потенци-
алом. Вышележащие слои образованы кератиноцитами 
на разных стадиях дифференцировки: шиповатый слой, 
гранулярный и роговой (схема 1). Процесс терминаль-

ной дифференцировки начинается с выхода базальных 
кератиноцитов из клеточного цикла и утраты адгезии 
к базальной мембране. Формирование шиповатого слоя 
кератиноцитов сопряжено с подавлением экспрессии 
генов, экспрессирующихся в базальных кератиноцитах; 
увеличением экспрессии специфических генов, необхо-
димых для клеточной дифференциации; поддержанием 
статуса шиповатых кератиноцитов и регуляцией их по-
следовательного перехода в гранулярные кератиноциты. 
Когда клетки покидают базальный слой и переходят в су-
прабазальное положение, они начинают экспрессировать 
такие «ранние маркеры» дифференцировки, как цитоке-
ратины 1,10 и инволюкрин. По мере перехода в грану-
лярный слой кератиноциты синтезируют «поздние мар-
керы»: белки роговой оболочки лорикрин и стабильный 
инволюкрин, сшитый трансглутаминазой; филаггрин, 
связывающий кератиновые филаменты в макрофи-
бриллы и накапливающийся в виде кератогиалиновых 
гранул. Белки роговой оболочки синтезируются и нака-
пливаются под плазматической мембраной гранулярных 
клеток. На поздних этапах терминальной дифференци-
ровки происходит разрушение органелл и ядер. Мертвые 
клетки рогового слоя совместно с липидной оболочкой 
создают непроницаемый барьер и впоследствии сменя-
ются нижележащими клетками, слущиваясь с поверхно-
сти эпидермиса [14].

Цель исследования: разработать методику получе-
ния тканеинженерного реконструированного эпидерми-
са (РЭ) человека in vitro, охарактеризовать стратифици-
рованные слои кератиноцитов по наличию экспрессии 
белков-маркеров соответственно структуре нативного 
эпидермиса человека.

Материалы и методы
Порядок работы с биоматериалом человека утвер-

жден Комиссией по этике ИБР РАН.

Выделение первичных кератиноцитов человека
Первичные клеточные культуры были выделены 

из биоптатов кожи, полученных после круговой пла-
стики лица с информированного согласия пациентов. 
Образцы транспортировали в среде DMEM (ПанЭко) 
с добавление 4 ммоль глутамина (Sigma) и 0,05 мг/мл 
гентамицина (ПанЭко). Далее все операции производи-
ли в стерильных условиях с применением стандартных 
методов асептики. Для предотвращения контаминации 
клеточных культур биоптат кожи промывали раствором 
Хэнкса (ПанЭко) с добавлением 0,15 мг/мл гентамици-
на. Затем биоптат кожи помещали в 0,1% раствор дис-
пазы (Gibco) в среде ДМЕМ и инкубировали при 4  °С 
в течение 12—14 ч. Далее с помощью пинцета эпи-
дермис отделяли от дермы. Для выделения базальных 
кератиноцитов эпидермис погружали в раствор 0,25% 
трипсина с ЭДТА (Gibco) и инкубировали при 37 °С в те-
чение 15 мин с последующим интенсивным встряхива-
нием и осаждением на центрифуге при 400 g в течение 
5 мин. Осадок ресуспендировали в культуральной сре-
де для первичных кератиноцитов (CnT-07 (Cell’n’Tech)) 
и высевали на культуральный пластик (Corning), пред-
варительно покрытый коллагеном I типа.

Выделение первичных фибробластов человека
Для выделения фибробластов дерму погружали 

в 0,2% раствор коллагеназы (Worthington) в среде ДМЕМ, 
измельчали с помощью глазных ножниц до фрагмен-

Схема 1. Строение эпидермиса [14]
Scheme 1. The structure of the epidermis
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Инволюкрин
Лорикрин
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Кератин 1,10
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Базальная мембрана
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тов размером менее 1 мм3 и инкубировали при 37  °С 
в течение 3—4 ч. Полученную взвесь осаждали цен-
трифугированием при 400  g в течение 5 мин. Осадок 
ресуспендировали в культуральной среде для первич-
ных фибробластов (DMEM с добавлением 10% ЭТС 
(Capricorn), GlutaMAX-I (Gibco), пирувата натрия (Gibco), 
пенициллина и стрептомицина (Gibco) в соотношении 
1:1 со средой AmnioMAX-II (Gibco)) и высевали на куль-
туральный пластик. Первичные фибробласты человека 
использовали в качестве фидерного слоя для базаль-
ных кератиноцитов.

Культивирование кератиноцитов и фибробластов в 2D 
условиях

Кератиноциты культивировали на пластике, по-
крытом коллагеном. Первичные фибробласты культи-
вировали на пластике без покрытия. Культуры клеток 
содержали в инкубаторе с 5% СО2 и насыщающей 
влажностью при 37 °С. Культуры пассировали по дости-
жении клетками 70% конфлюэнтности в соотношении 
1:3. Смену среды осуществляли через каждые 2 дня.

Создание и культивирование 3D реконструированного 
эпидермиса человека in vitro

 Для культивирования клеток на границе среда-воз-
дух использовали мембранные вставки для мульти-
луночных планшетов с диаметром пор 0,4  мкм (SPL). 
Фибробласты высевали на мембрану в среде 
для первичных фибробластов и культивировали 7 дней 
в погруженном состоянии. Смену среды осуществляли 
через каждые 2—3 дня. Кератиноциты высевали по-
верх фибробластов и культивировали 3 дня в погружен-
ном состоянии в среде CnT-07. Далее заменяли среду 
на среду для стратификации кератиноцитов (CnT-Airlift 
(Cell’n’Tech)) и культивировали 3 дня в погруженном 
состоянии. Далее создавали условия культивирования 
на границе среда-воздух (схема 2). Культивирование 
продолжали в течение 2 недель. Смену среды осущест-
вляли через каждые 2—3 дня. Сформировавшиеся эк-
виваленты фиксировали и замораживали для дальней-
ших исследований.

Получение криосрезов
Для гистологического исследования РЭ фиксирова-

ли в 10% забуференном формалине (BioVitrum) в тече-

ние суток, после чего промывали PBS (БиолоТ) 3 раза 
в течение 1 ч и проводили через 15% и 30% растворы 
сахарозы (Sigma-Aldrich) на PBS в течение 2 суток. 
Далее РЭ заключали в среду для формирования кри-
облоков (Tissue-Tek, SAKURA) и охлаждали в гексане 
при –40 °С. Криоблоки РЭ хранили при –70 °С. Натив-
ную кожу человека после промывки в физрастворе по-
гружали в среду для формирования криоблоков и ох-
лаждали в парах азота, криоблоки хранили при –70 °С. 
Для гистологического и иммуногистохимического (ИГХ) 
анализа использовали срезы толщиной 5 мкм, получен-
ные на криостате (Microm HM 525, Thermo Scientific). 
Полученные срезы высушивали при комнатной тем-
пературе в течение суток, срезы нативной кожи чело-
века перед окраской фиксировали в 10% забуферен-
ном формалине в течение 10 мин, промывали 3 раза 
по 5 мин DPBS (ПанЭко). 

Гистологическое исследование
Для морфологического анализа срезы окрашива-

ли гематоксилин-эозином (BioVitrum) по стандартному 
протоколу и заключали в витрогель (BioVitrum).

Иммуногистохимическое исследование
Срезы инкубировали с первичными антителами, 

разведенными в блокирующем растворе (PBS, 10% 
ЭТС, 0,3% TRITON X-100 (Sigma)) во влажной каме-
ре при +4  °С в течение 12—14 ч. Далее применяли 
вторые антитела, конъюгированные с пероксидазой 
хрена ImmPRESS REAGENT KIT (MP-7402 и MP-7401) 
по стандартному протоколу, ядра клеток докрашивали 
гематоксилином. Окрашенные срезы заключали в ви-
трогель.

Список использованных в работе первичных антител
Anti-Keratin 10 (Santa Cruz Biotechnology, sc23877); 

anti-Keratin 14 (Abcam, ab181595); anti-Loricrin (Abcam, 
ab24722); anti-Ki67 (Abcam, ab16667); anti-Laminin 5 
(Abcam, ab14509); anti-Plectin abcam (Abcam, ab32528).

Микроскопия
Съемку гистологических препаратов осуществляли 

на микроскопе Keyence BZ-9000 с постобработкой фо-
тографий с использованием программного обеспече-
ния Fiji [15].

Схема 2. Процесс создания 3D РЭ
Scheme 2. The process of manufacturing the 3D RE

3D-модель  
реконструированного эпидермисаБиоптат кожи

Ферментация

2D-культура кератиноцитов

2D-культура фибробластов
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Результаты 
Гистологическое исследование показало формиро-

вание многослойной структуры эпидермиса в модели РЭ. 
Кератиноциты в эквиваленте подвергаются стратифика-
ции и дифференциации. На препарате хорошо различим 
слой базальных кератиноцитов, которые имеют куби-
ческую форму, расположены в основании эпидермиса 
на базальной мембране. Над базальным слоем располо-
жен слой шиповатых кератиноцитов, далее гранулярный 
слой и роговой слой (рис. 1). В нашей модели РЭ наблю-

дается около 8—10 слоев жизнеспособных клеток. В ро-
говом слое насчитывается около 10 слоев терминально 
дифференцированных кератиноцитов, в «конченом» ито-
ге слущивающихся с его поверхности (рис. 1А).

ИГХ-исследование экспрессии маркера пролифе-
рирующих клеток Ki67 позволило выявить пролифе-
рирующие кератиноциты, которые преимущественно 
детектируются в базальном слое, что соответствует ли-
тературным данным относительно эпидермиса (рис. 2) 
[16]. Пролиферирующие клетки базального слоя прохо-

Рис. 1. Структура эпидермиса: А — РЭ, Б — кожа человека (1 — базальный слой; 2 — шиповатый слой; 3 — гранулярный слой; 4 — роговой слой). Окраска гематок-
силином и эозином, ×400
Fig. 1. The structure of the epidermis: A — RE, Б — human skin (1 — basal layer; 2 — spinous layer; 3 — granular layer; 4 — cornified layer). Hematoxylin and eosin staining, 
×400

Рис. 2. Пролиферация базальных клеток в РЭ: А — РЭ, Б — кожа человека. Стрелка указывает на пролиферирующие ядра. ИГХ-исследование, ×400
Fig. 2. Proliferation of basal cells in the RE: A — RE, Б — human skin. Arrow indicates proliferating nuclei. Immunohistochemical staining, ×400
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дят серию морфологических и биохимических измене-
ний, которые завершаются формированием мертвых, 
уплощенных, энуклеированных чешуек рогового слоя. 
Чешуйки рогового слоя — это терминально дифферен-
цированные кератиноциты, скрепленные вместе липи-
дами. Роговой слой РЭ подобно роговому слою натив-
ной кожи является функциональным барьером.

Базальная мембрана важна в поддержании про-
лиферации базальных кератиноцитов и сохранении 
эпидермальных стволовых клеток. Она определяет по-
лярность базальных кератиноцитов. Поляризация вы-
ражается в неоднородном распределении мембранных 
белков базальных кератиноцитов и асимметрии макро-
доменов плазматической мембраны. В клетке базаль-
ного кератиноцита выделяют два мембранных домена: 
апикальный и базолатеральный. Последний граничит 
с базальной мембраной. Это свойство базальных кера-
тиноцитов называют апико-базальной асимметрией. 

Интегриновые рецепторы связывают клетки с ба-
зальной мембраной и способствуют сохранению проли-
феративного статуса базальных кератиноцитов [17, 18]. 
Считается, что снижение экспрессии интегринов приво-
дит к откреплению клеток от базальной мембраны и их 
дифференцировке. 

ИГХ-исследование экспрессии плектина в РЭ пока-
зало наличие этого белка в зоне прикрепления базаль-
ных кератиноцитов к базальной мембране (рис. 3В, В'). 
Плектин является линкерным белком между кератино-
выми филаментами кератиноцитов и интегрином α6β4 
в структуре гемидесмосом. Молекулы интегрина α6β4 
прочно закрепляют клетки на базальной мембране, 
связываясь с ее компонентами, преимущественно 
с ламинином 5 (α3β3γ2) [19]. Базальные кератиноциты 
РЭ активно синтезируют ламинин 5, на что указывает 
наличие его экспрессии в эквивалентах (рис.  3А,  А'). 
Таким образом, базальные кератиноциты в РЭ со-
храняют пролиферативную активность, успешно син-
тезируют белки базальной мембраны и формируют 
гемидесмосомы, контакты, которые обеспечивают их 
надежное сцепление с белками внеклеточного матрик-
са. ИГХ-исследование экспрессии ламинина 5 подтвер-
дило наличие правильно сформированной базальной 
мембраны в РЭ. 

Прогрессия дифференцировки кератиноцитов хо-
рошо наблюдается при ИГХ-исследовании экспрессии 
белков — маркеров дифференцировки кератиноцитов: 
цитокератинов 14 и 10, лорикрина (рис. 4). Базальные 
и мало дифференцированные супрабазальные кера-
тиноциты экспрессируют кератин 14 (рис. 4A). Керати-
ноциты, находящиеся на ранних стадиях дифференци-
ровки и располагающиеся в верхних супрабазальных 
слоях, экспрессируют маркер ранней дифференциров-
ки кератин 10 (рис.  4Б). Кератиноциты гранулярного 
слоя характеризуются экспрессией маркера поздней 
дифференцировки лорикрина. Экспрессирующие лори-
крин кератиноциты граничат с терминально дифферен-
цированными кератиноцитами рогового слоя (рис. 4В). 
Экспрессия маркеров дифференцировки, соответству-
ющая нативному эпидермису, доказывает функцио-
нальность РЭ.

Обсуждение
Эквиваленты кожи являются довольно простым тка-

невым конструктом, но тем не менее разрабатывались 
они на протяжении многих лет. Также биоинженерная 

кожа всегда вызывала большой интерес как в качестве 
модельной системы биологии и патологии кожи, так 
и для тестирования терапевтических средств и косме-
тологических продуктов. Учитывая существующий де-
фицит и ряд ограничений применения донорской кожи, 
эквиваленты кожи крайне востребованы для увеличе-
ния эффективности заживления ран при различных 
поражениях кожи (механические повреждения, терми-
ческие, химические ожоги, не поддающиеся лечению 
длительно незаживающие раны) [20, 21]. Многие за-
менители кожи являются коммерческими продуктами 
и могут содержать различный вариант биоразлагаемого 
матрикса, как самостоятельный элемент или в сочета-
нии с клеточным компонентом [22, 23]. Основной целью 
применения эквивалентов кожи, как правило, является 
разрешение ранозаживления, его ускорение и предот-
вращение формирования рубцов. Ранее мы показали, 
что, например, коллагеновый гель, заселенный клетка-
ми кожи, в качестве трансплантата на мышиной модели 
способствует уменьшению воспаления и эффективно-
му заживлению ран: активной васкуляризации грануля-
ционной ткани, ремоделированию дермы в месте раны 
и быстрой эпителизации [24]. Кроме того, ряд моделей 
кожи разработан для развития исследований и тестиро-
вания фармакологических, косметологических препа-
ратов, изобретены различные аналоги органов, в том 
числе так называемые органы-на-чипах [25]. 

Создание эквивалента кожи основано на самопроиз-
вольной организации клеток кожи: фибробластов и ке-
ратиноцитов in vitro, формирующих структуру, подобную 
коже. В модели РЭ, подобно нативному эпидермису, 
формируются все слои кератиноцитов, находящихся 
на разных стадиях дифференцировки. Базальные ке-
ратиноциты РЭ пролиферируют, синтезируют белки 
базальной мембраны и формируют гемидесмосомы — 
прочные контакты, крепко удерживающие их на базаль-
ной мембране и опосредующие поляризованное состо-
яние базальных кератиноцитов. Модель РЭ позволяет 
анализировать особенности экспрессии и секреции от-
дельных белков, в совокупности с особенностями про-
цессов пролиферации, стратификации и дифференци-
ровки на уровне эпидермального гомеостаза.

Получение тканеинженерных эпидермальных эк-
вивалентов кожи важно для выявления механизмов 
патогенеза генодерматозов. Изменения в структуре 
и паттерне экспрессии структурных белков кожи вле-
кут за собой особенности и нарушения межклеточных 
взаимодействий, для их визуализации и анализа удоб-
но использовать модели эквивалентов кожи. Эпидер-
мальные эквиваленты из культивируемых клеток боль-
ных применяются для оценки воздействия генотерапии 
как на кератиноциты, так и на фибробласты. Модели 
эпидермальных эквивалентов использовались для оцен-
ки генетической коррекции гена SPIND5 при синдроме 
Нидертона, приводящего к нарушениям кератиниза-
ции [26]; для коррекции гена COL7A1 при дистрофиче-
ском буллезном эпидермолизе [27], коррекции KRT10 
при эпидермолитическом ихтиозе [28]. Эпидермальные 
эквиваленты используются для тестирования новых 
лекарственных препаратов. Например, на эквивален-
тах кожи из культивируемых клеток больных разными 
формами генодерматозов был показан терапевтиче-
ский эффект от применения аминогликозидов, аме-
лиоративный эффект от интрадермальных инъекций 
рекомбинантных белков, как в случае с COL7A1 [29]. 
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Рис. 3. Идентификация зоны базальной мембраны и гемидесмосом в РЭ: Экспрессия ламинина 5 (А, А', Б). Экспрессия плектина (В, В', Г). А, А', В, В' — РЭ; 
Б, Г — кожа человека. ИГХ-исследование, ×400. Положительные по маркерам зоны окрашены коричневым
Fig. 3. Identification of the basement membrane zone and hemidesmosoms: Laminin 5 expression (A, A', Б). Plectin expression (В, В', Г). A, A', B, B' — RE; Б, Г — human skin. 
Immunohistochemical staining, ×400. Marker-positive zones are brown
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Рис. 4. Дифференциация и стратификация эпидермиса в РЭ: Экспрессия цитокератина 14 (А, Г); цитокератина 10 (Б, Д); лорикриина (В, Е). А, Б, В — РЭ; 
Г, Д, Е — кожа человека. ИГХ-исследование, ×400. Положительные по маркерам зоны окрашены коричневым
Fig. 4. Differentiation and stratification of the epidermis in the RE: Cytokeratin 14 exspression (A, Г); cytokeratin 10 expression (Б, Д); loricrin expression (В, Е). А, Б, В — RE; 
Г, Д, Е — human skin. Immunohistochemical staining, x400. Marker-positive zones are brown

Показан позитивный эффект от воздействия гентами-
цина, генецитина и других лекарственных препаратов, 
обеспечивающих трансляцию мРНК с предварительны-
ми стоп-кодонами, это частый тип патологических мута-
ций, приводящий либо к деградации транскрипта, либо 
к появлению укороченных нефункциональных форм 
белка. «Проскакивание» предварительных стоп-кодо-
нов в ряде случаев, в зависимости от расположения 
мутации, приводит к появлению белка и частичному 
восстановлению нормального физиологического состо-
яния клетки [30—33].

Трехмерная природа эквивалентов кожи позволяет 
моделировать различные патологические состояния 
кожи, такие как, например, атопический дерматит [33], 
псориаз [35] и генодерматозы [36], за счет включения 
в эквиваленты клеток пациентов, гиперпигментацию 
[37] за счет включения в эквиваленты меланоцитов [38], 
клеток Лангерганса [39]. 

В онкологии модели кожи используются для изуче-
ния ранних стадий развития меланом [40]. Очень актив-
но эквиваленты кожи используются в исследованиях 
трансдермальной доставки лекарств и других фармако-
логических субстанций. Также эквиваленты кожи могут 
быть использованы для изучения влияния различных 
факторов и фармакологических агентов на биогенез 
и реэпителизацию кожи in vitro [41], регуляцию диффе-
ренцировки кератиноцитов, абсорбцию и иммуноток-

сичность, реакцию кожи на коррозирующие вещества, 
раздражители и аллергены [42], а также способность 
кератиноцитов контрактировать (сокращать) матрикс 
или рану [43], для оценки фототоксичности [44]. Более 
того, среда при культивировании на границе раздела 
фаз может быть собрана для анализа выбрасываемых 
в нее клетками медиаторов и/или метаболитов, что обе-
спечивает количественный и объективный результат 
в сравнении с такими субъективными параметрами, 
как эритемы и отеки in vivo. 

 В последнее время все большую значимость при-
обретают исследования роли микробиома в регуля-
ции гомеостаза различных органов и их систем [45]. 
Кожа также имеет свой микробиом, который участву-
ет в поддержании иммунитета и барьерной функции 
этого органа. РЭ in vitro может являться инструментом 
для изучения эпителиального и кожного микробиома. 
Учитывая, что в фармацевтической и косметологи-
ческой промышленности растет число применяемых 
синтетических соединений и составов и ранее испы-
тания на животных были единственным способом оце-
нить потенциал веществ и смесей в их способности 
наносить вред коже, в настоящее время модели РЭ 
позволяют производить оценку токсичности in vitro. 
РЭ плотно контактирует со стенками лунки, формируя 
эпидермальный барьер, за счет этого предотвращает-
ся утечка жидких тестируемых веществ вдоль внутрен-
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ней стенки. РЭ позволяет определять коррозийный 
и раздражающий потенциал определенных ингредиен-
тов, что необходимо для их классификации и марки-
ровки [21, 46, 47]. Скрининг веществ-раздражителей 
кожи проводится по стандартам, утвержденным орга-
низацией экономического сотрудничества и развития 
(ОЭСР) [21, 47]. Таким образом, модель РЭ находит 
применение в качестве тест-системы в области кле-
точной биологии, регенеративной медицины, старения 
и заболеваний кожи, разработки лекарств и космети-
ческих средств и др. областях (схема 3).

Заключение
Разработана модельная система РЭ человека in vitro. 

В составе РЭ формируется 8—10 слоев жизнеспособных 
клеток и около 10 слоев уплощенных корнеоцитов рого-
вого слоя. Экспрессия маркеров пролиферации и диф-
ференцировки кератиноцитов РЭ соответствует струк-
туре нативного эпидермиса, таким образом процесс 
стратификации и дифференцировки в РЭ протекает 
аналогично таковому в эпидермисе in vivo. Полученные 
данные обосновывают применение модели РЭ в фунда-
ментальных и прикладных исследованиях в области био-
логии кожи в норме и при патологии.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта РФФИ № 19-29-04044.

Работа Е.А. Воротеляк и А.Л. Риппа выполнена 
в рамках раздела Госзадания ИБР РАН 2020 г. № 0108-
2019-0004.

Схема 3. Сферы применения модели РЭ
Scheme 3. Application areas of the RE model

Полученные клеточные линии были депонированы 
в Уникальной научной установке Коллекции клеточных 
культур Института биологии развития им. Н.К. Кольцо-
ва РАН.

Работа проводилась с использованием оборудова-
ния ЦКП ИБР им. Н.К. Кольцова РАН. 
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