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Аннотация 
Постановка проблемы. Уровень регенерации тканей после повреждения сильно варьируется в зависимости от класса жи-
вотных. Так, многие процессы восстановления клеток и тканей млекопитающих являются ограниченными и неполноценными. 
Однако существуют единичные и уникальные примеры и среди млекопитающих, обладающие ускоренной регенерацией. 
Например, мыши рода Acomys обладают повышенными возможностями репарации тканей после повреждения.  
Цель работы – изучение дифференциальной экспрессии генов ушной раковины мышей рода Acomys и мышей линии Balb/c до 
повреждения и спустя 6 ч после нанесения травмы для обнаружения универсальных клеточных ответов на травматизацию.  
Результаты. В ходе проведения исследований были определены и проаннотированы все клеточные типы ушной раковины. 
Определена дифференциальная экспрессия генов ушной раковины мышей рода Acomys и мышей линии Balb/c. Во всех 9 кле-
точных типах в группе Acomys, за исключением адипоцитов, обнаружено статистически достоверное (p<0,05) увеличение 
уровня экспрессии генов белков металлотионеинов 1 и 2 через 6 ч после нанесения травмы. Экспрессия данных белков мо-
жет являться одним из возможных универсальных клеточных ответов на повреждение, благодаря способности металлотио-
неинов контролировать гомеостаз цинк, участвовать в нейтрализации активных форм кислорода и опосредованно ингибиро-
вать митохондриальный путь апоптоза.  
Практическая значимость. Полученные результаты в дальнейшем могут быть применены в создании или усовершенство-
вании генно-клеточных препаратов или медицинских изделий для стимуляции процессов репаративного гистогенеза после 
травматизации. 
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Введение 
Регенерация – это способность организма заменять или восстанавливать поврежденные или утраченные 
ткани. Данные процессы были широко изучены у представителей класса рыб и земноводных, которые 
обладают механизмами, позволяющими запускать репаративный гистогенез [1, 2]. Например, саламанд-
ра способна полностью регенерировать утраченные конечности [3].  

Долгое время считалось, что большинство млекопитающих не способно восстанавливать обширные 
повреждения [4]. Место дефекта, как правило, замещается соединительной тканью, которая не обладает 
нужными биологическими функциями [4]. Однако и среди данного класса животных есть уникальные 
примеры восстановления поврежденных тканей без образования рубца. Удивительными способностями 
к регенерации обладают мыши рода Acomys [5].  
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Известной моделью для комплексной оценки репаративной регенерации тканей является травмати-
зация ушной раковины [6]. В этой модели, помимо восстановления кожи, покрывающей ушную ракови-
ну, может быть оценена и способность регенерации эластической хрящевой ткани [6]. В своих исследо-
ваниях авторы статьи уже демонстрировали способность репарации округлого дефекта ушной раковины 
мышей рода Acomys с восстановлением целостности эластического хряща [7]. 

Ц е л ь  р а б о т ы  – изучение дифференциальной экспрессии генов ушной раковины мышей рода 
Acomys и мышей линии Balb/c до повреждения и спустя 6 ч после нанесения травмы для обнаружения 
универсальных клеточных ответов на травматизацию. 

Материалы и методы 

Экспериментальные процедуры были одобрены локальным этическим комитетом Института фундамен-
тальной медицины и биологии Казанского (Приволжского) федерального университета (выписка № 40 
от 9 марта 2023 г.). 

Дизайн эксперимента. В эксперимент были включены две группы животных: самцы мышей 
Acomys cahirinus (n=12) и самцы мышей линии Balb/c (n=12). Хирургическое моделирование травмати-
зации ушной раковины диаметром 3 мм было произведено с соблюдением правил асептики; ранение 
было нанесено по центру ушной раковины устройством для биопсии кожи Dermo Punch (Sterylab, Ита-
лия), избегая повреждения крупных сосудов. В качестве обезболивания использовали «Zoletil 100» в 
расчете 7 мг на 1 кг массы тела. Эксперимент был разделен на четыре временны́е точки: нативная ушная 
раковина, 6 ч после операции, 2 и 5 сут. после операции. На каждую точку приходилось по 3 животных 
каждого вида (6 ушных раковин).  

Пробоподготовка и секвенирование единичных клеток. Нативные и поврежденные ушные рако-
вины измельчали в капле (охлаждённой на льду), PBS 1X в течение 5 мин и гомогенизировали в смеси 
коллагеназы II 10 мг/мл, проназы 5 мг/мл и 0,4 мг/мл ДНКазы I с использованием программы 37_multi_E 
гомогенизатора gentleMACS (Miltenyi Biotec, Германия). Полученную суспензию пропускали через кле-
точное сито 70 мкм, двукратно отмывали в PBS c добавлением 10 % FBS и пропускали через клеточное 
сито 30 мкм. Клетки фиксировали в метаноле и впоследствии регидрировали по протоколу 10Х 
Genomics (США). Из суспензии выделяли ДНК-позитивные (Hoechst+) клетки с помощью проточного 
сортера BD FACSAria III Cell Sorter (Bioscience, США), отсеивая артефакты по интенсивности сигнала 
FSC-A. Из полученной суспензии готовили библиотеки для секвенирования РНК одиночных клеток с 
использованием набора Chromium Next GEM Single Cell 5' (10Х Genomics, США) по стандартному про-
токолу. Полученные библиотеки секвенировали с использованием HiSeq2000 (Illumina, США). 

Таким образом, для анализа было использовано 8 библиотек чтений РНК (по 4 для мышей рода 
Acomys и мышей линии Balb/c), полученных по протоколу Single Cell 5' PE и отсеквенированных в режиме 
120 + 72 bp. В среднем, удалось получить порядка 265,6 млн пар чтений на библиотеку для мышей рода 
Acomys (sd = 31,3 млн) и 318,4 млн пар чтений на библиотеку для мышей линии Balb/c (sd = 25,2 млн). 

Вследствие недоступности высококачественной референсной сборки и аннотации генома мыши ро-
да Acomys все 8 библиотек были картированы на референсный геном мыши версии GRCm38 (версия 
аннотации Gencode M23) с помощью пакета программ cellranger-7.0.0. 

В данной работе представлены результаты анализа дифференциальной экспрессии генов во всех 
типах клеток ушной раковины спустя 6 ч после операции.  

Результаты и их обсуждение 

На п е р в о м  э т а п е , для более детального анализа происходящих процессов на уровне транскрипто-
мики одиночных клеток, были проаннотированы все клеточные типы, входящие в состав ушной раковины. 

При помощи известных маркерных генов были определены следующие типы клеток ушной ракови-
ны: эпидермис и его производные, адипоциты, эндотелиальные клетки, скелетные миоциты, нейроглия, 
клетки иммунной системы, фибробласты, клетки хрящевой ткани. На рис. 1 представлена объединённая 
кластерограмма клеток ушной раковины мышей рода Acomys и мышей линии Balb/c. Каждая точка на 
кластерограмме представляет собой клетку; клетки объединяются в кластеры по мере сходства профи-
лей экспрессии генов. 
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На в т о р о м  э т а п е  экспе-
римента были определены все диф-
ференциально экспрессирующиеся 
гены, среди клеток каждого типа в 
отдельности. Генами со статистиче-
ски достоверной разницей в уровне 
экспрессии признавались гены, име-
ющие p<0,05 (после поправки на 
множественные сравнения). 

Во всех клеточных типах 
Acomys cahirinus наблюдается 
сверхэкспрессия гена семейства 
белков металлотионеинов 2-го типа 
(МТ2) с достоверной статистической 
разницей (p<0,05). В группе мышей 
линии Balb/c такой статистический 
результат не наблюдается (рис. 2). 

При сравнении первоначальной 
экспрессии МТ2 в образцах интактной ушной раковины наблюдали более высокий уровень в группе 
мышей линии Balb/c в сравнении с группой Acomys (рис. 3). Однако спустя 6 ч после операции проис-
ходило многократное увеличение уровня экспрессии гена МТ2 в группе мышей рода Acomys, причем во 
всех типах клеток, что может свидетельствовать об универсальном клеточном ответе на повреждение 
(рис. 3 и рис. 4). 

 
Рис. 2. Экспрессия гена Mt2 (metallothionein2) клетками ушной раковины мышей рода Acomys и Balb/c до операции и спустя 6 ч:  
а – клетки ушной раковины мышей рода Acomys; б – клетки ушной раковины мышей Balb/c (интенсивность цвета пропорцио-
нальна уровню экспрессии гена в клетке) 
Fig. 2. Expression of the Mt2 (metallothionein2) gene by the auricle cells of the Acomys and Balb/c before surgery and after 6 hours: а – 
cells of the auricle of the Acomys; б – cells of the auricle of Balb/c (color intensity is proportional to the level of gene expression in the cell) 

 
Рис. 1. Объединенная кластерограмма проаннотированных клеточных типов 
Fig. 1. Combined clusterogram of annotated cell types 
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Рис. 3. Уровень экспрессии гена МТ2 в нативной ушной раковине мышей Acomys cahirinus и Balb/c (а); уровень экспрессии 
гена МТ2 в ушной раковине (6 ч после травмы) мышей Acomys cahirinus и Balb/c (б) 
Fig. 3. The level of MT2 gene expression in the native auricle of Acomys cahirinus and Balb/c (а); the level of MT2 gene expression in 
the auricle (6 hours after injury) of Acomys cahirinus and Balb/c (б) 

 
Рис. 4. Сравнение степени изменения уровня экспрессии гена МТ2 в образцах через 6 ч после начала эксперимента относитель-
но нативного контроля 
Fig. 4. Comparison of the degree of change in the expression level of the MT2 gene in samples 6 hours after the start of the experiment 
relative to the native control 

При изучении экспрессии другого гена семейств белков металлотионеинов (МТ 1-го типа) наблю-
далось повышенное его содержание в нативной ушной раковине мышей Acomys в сравнении с мышами 
Balb/c. На 6-й час после проведения операции также было установлено повышение экспрессии данного 
гена во всех клеточных типах ушной раковины мышей Acomys со статистически достоверной разницей 
(скорректированный уровень значимости p = 1.03e-243). В группе мышей линии Balb/c визуально также 
наблюдалось незначительное повышение уровня экспрессии данного гена, однако статистически это не 
было подтверждено (рис. 5–7). 
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Рис. 5. Экспрессия гена MТ1 (metallothionein1) клетками ушной раковины мышей рода Acomys (а) и Balb/c (б) до операции  
и спустя 6 ч. Интенсивность цвета пропорциональна уровню экспрессии гена в клетке 
Fig. 5. Expression of the MТ1 (metallothionein1) gene by the auricle cells of the Acomys (а) and Balb/c (б) before surgery and after 6 
hours. Color intensity is proportional to the level of gene expression in the cell 

 

Рис. 6. Уровень экспрессии гена МТ1 в нативной ушной раковине мышей Acomys cahirinus и Balb/c (а); уровень экспрессии 
гена МТ1 в ушной раковине (6 ч после травмы) мышей Acomys cahirinus и Balb/c (б) 
Fig. 6. The expression level of the MT1 gene in the native auricle of Acomys cahirinus and Balb/C (a); the expression level of the MT1 
gene in the auricle (6 hours after injury) mice Acomys cahirinus and Balb/c (б) 

Таким образом, гиперэкспрессиия генов семейства металлотионеинов (1- и 2-го типов) может яв-
ляться универсальным ответом на повреждение ушной раковины мышей рода Acomys. 
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Металлотионеины – это семейство 
низкомолекулярных белков с высоким со-
держанием цистеина, способных связывать 
металлы, такие как медь, кадмий, цинк [8]. 
Данный белок присутствует во всех эука-
риотических клетках. У человека обнару-
жено четыре подсемейства белков МТ – 
МТ1, МТ2, МТ3, МТ4; гены располагаются 
на хромосоме 16q13 и кодируют множе-
ство изоформ металлотионеинов, например 
для МТ1 известно 18 изоформ и 10 функ-
циональных генов [9, 10]. Экспрессия МТ 
регулируется промоторами со множеством 
элементов, таких как MTF-1 – металл-
чувствительный элемент, AREs – антиок-
сидант-чувствительный элемент, GRE – 
глюкокортикоидный чувствительный эле-
мент, при воздействии цитокинов, АФК 
свободного Zn, что приводит к активации 
транскрипции [11]. МТ1 и МТ2 присут-
ствуют в клетках повсеместно, МТ3 обна-
руживается в центральной нервной систе-
ме, сердце, почках, МТ4 – в многослойном 
плоском эпителии [12]. 

Металлопротеины состоят из 61 аминокислотных остатков, при этом 1/3 – это цистеиновые остатки [8]. 
Цистеиновые остатки располагаются рядом с лизином и аргинином, формируя таким образом тиолатные 
кластеры металлов [13]. Структурно МТ состоят из двух участков – α или N-концевого домена и β или  
С-концевого домена, соединенных между собой линкерным участком – свободной от цистеина частью [14]. 
Α домен содержит 11 цистеиновых остатков и 4 сайта связывания с двухвалентными металлами; в свою 
очередь, β домен содержит 9 цистеиновых остатков и 3 сайта связывания. Таким образом, одна молекула 
МТ может связать 7 атомов двухвалентных металлов [15, 16]. В клетки МТ локализованы в основном в 
митохондриях, где они могут проходить через поры наружной мембраны в цитоплазму и в лизосомах 
[17, 18]. При воздействии АФК или других повреждающих факторов МТ могут быстро проникать через 
ядерные поры в нуклеоплазму, где осуществляют защиту ДНК или регулируют процессы апоптоза [19]. 

Функционально, в физиологических условиях, МТ выполняют обширный ряд функций, таких как 
обмен, аккумулирование и внутриклеточный транспорт металлов (Zn, Cu, Cd), защита от металл-
индуцированных повреждений, участие в работе антиоксидантной системы, влияние на иммунную си-
стему, ингибирование апоптоза, ангиогенез [9]. Как уже было сказано, одна из важнейших функций МТ 
– это связывание металлов как физиологических, так и ксенобиотических. В нормальном состоянии МТ 
связан с Zn, но при возрастании концентраций других тяжелых металлов происходит вытеснение Zn [9]. 
Наиболее интересной и важной в этом направлении функцией является контроль гомеостаза цинка и 
связанная с ним регуляция клеточного цикла, пролиферации и апоптоза, путем ингибирования каспаз 
[20]. В своей работе Oleksandr Yushchuk и соавторы показали, что Zn обладает наибольшей ингибирую-
щей способностью по отношению к каспазам 3, 7 и 8, чем какой-либо другой металл [21]. Таким обра-
зом каспаза 3 ингибируется Zn в активном центре и в экзосайтах; каспаза 7, в свою очередь, ингибирует-
ся одной молекулой Zn, но в слегка повышенных концентрациях, которые, возможно, могут быть опо-
средованы работой MT; каспаза 8 связывает 2 Zn, которые предотвращают ее димеризацию и переход в 
активную форму.   

Возможное ингибирование каспаз ведет к частичному блокированию внутреннего пути апоптоза. В 
своей работе Florian J. Bock и соавт. описывают, что активация внутреннего или митохондриального пу-
ти апоптоза приводит к развитию сильной воспалительной реакции с высвобождением провоспалитель-
ных цитокинов и АФК, которые на ранних этапах регенерации могут сыграть негативную роль в усиле-

 

Рис. 7. Сравнение степени изменения уровня экспрессии МТ1 в об-
разцах через 6 ч после начала эксперимента относительно нативного 
контроля 
Fig. 7. Comparison of the degree of change in the level of MT1 ex-
pression in samples 6 hours after the start of the experiment relative to 
the native control 
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нии повреждения ДНК и внутриклеточных белков, что в совокупности может замедлять пролифератив-
ные и репаративные процессы, а также нарушить закономерность сменяемости клеточных типов при 
восстановлении поврежденных тканей [22]. 

Другой наиболее важной функцией является антиоксидантная активность, обусловленная высво-
бождением Zn из MT в результате окисления тиолатного кластера при повышении АФК. Таким образом 
формируются свободные -SH фрагменты, которые участвуют в нейтрализации АФК в окислительно-
восстановительном цикле (рис. 8.) [23]. Активные формы кислорода – это частично восстановленные 
метаболиты кислорода, которые обладают сильной окислительной способностью [24]. В высоких кон-
центрациях они окисляют белковые и липидные компоненты клеток и повреждают ДНК [25]. Также вы-
сокие концентрации АФК ведут к образованию инфламмасом [26]. Инфламмасомы представляют собой 
мультибелковые комплексы, локализованные в цитоплазме клетки, которые отвечают за созревание 
провоспалительных цитокинов, таких как интерлейкин-1β (IL-1β) и IL-18, и активацию провоспалитель-
ного типа клеточной гибели – пироптоза [26]. Активные формы кислорода активно участвуют в стиму-
ляции экспрессии TGF-β1 фактора, который, в свою очередь, стимулирует синтез соединительной ткани 
в месте повреждения [27]. Чрезмерная продукция АФК негативно влияет на процессы репарации тканей. 

 
Рис. 8. Участие МТ в функционировании антиоксидантной системы: АФК – активные формы кислорода; СОД – супероксид-
дисмутаза; ГП – глутатионпероксидаза; ГТС – глутатион свободный; ГТДС – глутатион дисульфид; НАДФ – никотинамидаде-
ниндинуклеотидфосфат; Se – селен 
Fig. 8. Participation of metallothioneins in the functioning of the antioxidant system: ROS – reactive oxygen species; SOD – superoxide 
dismutase; GP – glutathione peroxidase; GTS – glutathione is free; GTDS – a glutathione disulfide; NADP – nicotinamide adenine dinu-
cleotide phosphate; Se – selenium 

Заключение 
Установленная авторами статьи сверхэкспрессия генов MT1 и MT2 у Acomys cahirinus может являться 
одним из универсальных типов клеточного ответа на повреждение. Повышенный синтез белков метал-
лотионеинов может быть одним из ключевых механизмов ускоренной и качественной регенерации тка-
ней, благодаря способностям ингибирования каспаз и нейтрализации свободных радикалов [28]. 
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