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Внеклеточные везикулы – важный компонент секретомов различных клеток, обеспечивающий
комплексную передачу биологически активных молекул и горизонтальный перенос генетической
информации. Они различаются по происхождению, составу и функциям. Выбор протокола выделения
везикул, изменение условий культивирования клеток, их продуцирующих, а также генетическая моди-
фикация позволяют изменять состав получаемых везикул. Стволовые клетки продуцируют везикулы,
несущие широкий спектр факторов роста, хемокинов, цитокинов, микроРНК, которые могут влиять на
окружающие клетки и оказывать терапевтический эффект при различных патологиях. Изучение меха-
низмов биогенеза внеклеточных везикул, а также их действия на клетки-мишени является важной об-
щебиологической задачей, а совершенствование методов получения везикул определенного состава от-
крывает широкие перспективы их использования в клинической практике.
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ВВЕДЕНИЕ

Фундаментальные исследования в области ре-
генерации служат теоретической и практической
основой регенеративной медицины, усилия кото-
рой направлены на полное структурно-функцио-
нальное восстановление поврежденных тканей.
В последнее время наметились новые перспек-
тивные подходы, позволяющие повысить эффек-
тивность восстановительной терапии. Примене-
ние технологий, базирующихся на достижениях в
области биологии стволовых клеток, делает акти-
вацию собственных восстановительных потен-
ций поврежденных тканей реально выполнимой
задачей ближайшего будущего. Уникальные
свойства стволовых клеток – потенции к диффе-
ренцировке в разные типы соматических клеток и
способность оказывать регуляторное влияние на
региональные клетки-предшественники – поро-
дили надежду на появление эффективной тера-
пии ранее неизлечимых заболеваний. В доклини-
ческих исследованиях показан положительный
эффект введения стволовых клеток при инфаркте
миокарда, инсульте, повреждениях спинного
мозга, печени, заболеваниях сетчатки и других;
более того, имеются обнадеживающие данные
клинических испытаний [1–4]. Однако существует
ряд проблем, ограничивающих широкое приме-

нение стволовых клеток в медицинской практике.
В частности, они могут претерпевать опухолевую
трансформацию [5, 6], быть иммунологически
несовместимыми с организмом реципиента [7] и
плохо выживать в поврежденных тканях [8]. По-
иск новых терапевтических стратегий, позволяю-
щих избежать трансплантации клеток, выявил
участие их секреторных продуктов в восстановле-
нии тканей [9]. При этом регуляторные эффекты
стволовых клеток опосредованы продукцией ими
не только растворимых факторов роста, цитоки-
нов и т.п., но и внеклеточных везикул, обеспечи-
вающих комплексную передачу биоактивных мо-
лекул и горизонтальный перенос генетической
информации между клетками.

В обзоре рассмотрены состав и механизмы об-
разования внеклеточных везикул, методы их вы-
деления из кондиционированных сред, подходы
к получению везикул с необходимыми свойства-
ми, а также регенеративный потенциал внекле-
точных везикул, продуцируемых различными ти-
пами стволовых клеток.

КЛАССИФИКАЦИЯ И БИОГЕНЕЗ 
ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ

Внеклеточные везикулы были открыты в сере-
дине XX века при исследовании свертываемости
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крови [10]. Позднее показали, что при культиви-
ровании ретикулоцитов в среду выделяются вези-
кулы, названные экзосомами, мембрана которых
по своему составу и присутствующим на ней ре-
цепторам близка к мембране продуцирующих
клеток. Предположили, что основная роль экзо-
сом заключается в удалении лишних мембранных
белков в ходе созревания ретикулоцитов [11].
В настоящее время внеклеточные везикулы вы-
зывают большой интерес в связи с обнаружением
их участия во многих биологических процессах
таких, в частности, как межклеточные взаимо-
действия в ходе эмбрионального развития и им-
мунных реакций, клеточная адгезия, рост и мета-
стазирование опухолей [10, 12].

Номенклатура везикул остается недостаточно
разработанной. Большинство исследователей
пытаются классифицировать их, основываясь на
способе образования, физико-химических харак-
теристиках (размеру, плотности и т.п.) и маркерах
[10]. Выделяют несколько типов внеклеточных
везикул:

(1) экзосомы, образующиеся внутри мультиве-
зикулярных эндосомальных телец (диаметр око-
ло 40–100 нм, основные маркеры – CD63, CD9,
Alix, TSG101);

(2) микровезикулы, или эктосомы, образую-
щиеся путем выпячивания и отпочкования участ-
ков плазматической мембраны (диаметр 20–1000 нм,
основные маркеры – CD40, CD62);

(3) микрочастицы, также образующиеся за
счет выпячивания плазматической мембраны
(диаметр 50–80 нм, СD 133+/CD 63–);

(4) апоптозные тельца, образующиеся в ре-
зультате фрагментации клеток при апоптозе (диа-
метр 1000–5000 нм, основной маркер – аннек-
син 5) [12–14].

В одной из последних работ предложена упро-
щенная классификация внеклеточных везикул,
согласно которой под общим названием “микро-
везикулы” объединены все разновидности вези-
кул, происходящие из плазматической мембра-
ны, включая эктосомы, микрочастицы и апоптоз-
ные тельца; для везикул, образующихся из
эндосом, сохранено название “экзосомы” [15].
В настоящем обзоре рассматриваются экзосомы
и микровезикулы в узком смысле, иначе называ-
емые эктосомами.

Первоначально полагали, что все внеклеточ-
ные везикулы образуются отпочкованием плаз-
матической мембраны клетки. Однако позднее
было установлено, что такой механизм характе-
рен для микровезикул, экзосомы же образуется
более сложным путем из мультивезикулярных эн-
досомальных телец [16] (рис. 1). Хотя биогенез
микровезикул полностью не выяснен, известно,
что важную роль в этом процессе играют мем-
бранные фосфолипиды и белки цитоскелета [17].

Фактор АDP-рибозилирования 6 запускает сиг-
нальный каскад, начинающийся с активации
фосфолипазы D и заканчивающийся активацией
легких цепей миозина, что приводит в итоге к вы-
свобождению микровезикул. Избыточная экс-
прессия этого фактора в клетках меланомы вызы-
вает усиление продукции микровезикул, но не
влияет на продукцию экзосом, что подтверждает
различия в механизмах формирования этих типов
внеклеточных везикул [18].

Согласно современным представлениям, эк-
зосомы образуются путем эндоцитоза, который
осуществляется двумя альтернативными спосо-
бами. Первый из них требует участия эндосо-
мальных сортировочных комплексов (ESRT),
второй является ESRT-независимым. Формиро-
вание экзосом начинается с инвагинации участ-
ков плазмалеммы, содержащих связанные с убик-
витином рецепторы. В результате этой инвагина-
ции образуются ранние эндосомы. Сливаясь с
другими эндосомами и двигаясь постепенно от
поверхности клетки к ядру, ранние эндосомы
становятся поздними эндосомами, из которых
формируются мультивезикулярные тельца, со-
держащие интралюминальные везикулы – ре-
зультат впячивания мембраны эндосомы в ее
просвет с последующим отпочкованием участков
цитоплазмы. Затем мультивезикулярные тельца
сливаются либо с лизосомами с последующей де-
градацией их содержимого, либо с плазматиче-
ской мембраной для высвобождения во внекле-
точное пространство экзосом [19–21]. Эндосо-
мальные сортировочные комплексы необходимы
на этапах формирования экзосом, их транспорти-
ровки и выхода из клетки. В их состав входят око-
ло 20 консервативных белков, непосредственно
участвующих в образовании комплексов (ESCRT-0,
-I, -II и –III) или ассоциированных с ними
(VPS4, VTA1, Alix). ESCRT-0 участвует в инициа-
ции мультивезикулярного пути, ESCRT-I и -II
способствуют стабилизации формирующихся
везикул, а ESCRT-III обеспечивает их отпочкова-
ние и высвобождение [22]. Для ESCRT-независи-
мого образования экзосом необходимо присут-
ствие сфинголипидов – церамидов, которые син-
тезируются при участии сфингомиелиназы. Если
синтез сфингомиелиназы снижается, то уровень
выхода экзосом из клетки падает [21]. Важную
роль в биогенезе экзосом играют GTP-азы семей-
ства Rab, задействованные на разных этапах фор-
мирования этих везикул. В частности, Rab5
участвует в образовании ранних эндосом, а Rab7 в
их созревании и сортинге [20].

ХИМИЧЕСКИЙ СОСТАВ ЭКЗОСОМ 
И МИКРОВЕЗИКУЛ

Состав внеклеточных везикул варьирует в за-
висимости от их источника и способа выделения,
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однако существуют определенные типы белков и
нуклеиновых кислот, входящие в состав боль-
шинства из них. Мембрана, окружающая внекле-
точные везикулы, по своему липидному составу
близка к плазмалемме, однако не идентична по-
следней. Несмотря на различия между экзосома-
ми разных клеток, большинство исследователей
указывают на обогащенность их мембран сфин-
гомиелином, фосфатидилсерином, холестери-
ном, насыщенными жирными кислотами, цера-
мидом и его производными [23]. В мембранах эк-
зосом обнаружены липидные рафты, в состав
которых входят специфические белки, например,
флотилин. По-видимому, регулируя баланс меж-
ду разными путями биогенеза, клетка может кон-
тролировать липидный состав экзосом. Напри-
мер, при созревании ретикулоцитов в составе эк-
зосом от этих клеток увеличивается количество
церамидов [24]. Мембрана микровезикул содер-
жит в основном такие липиды, как фосфатидил-
холин, сфингомиелин и фосфатидилэтаноламин
[25]. Изучение липидного состава мембран экзо-
сом и микровезикул важно для понимания роли
этих веществ в их биогенезе и для создания искус-
ственных везикул, несущих различные терапев-
тические агенты. Кроме того, влияя на липидный

обмен клетки, можно усиливать или уменьшать
продукцию экзосом. Например, с помощью сапо-
зина С, взаимодействующего с лизобисфосфа-
тидной кислотой, можно ингибировать образова-
ние мультивезикулярных телец, тем самым
уменьшая продукцию экзосом фибробластами [26].

Белковый состав внеклеточных везикул хоро-
шо изучен, поскольку первоначально белки счи-
тались их основным действующим компонентом.
Он еще более вариабелен, чем липидный состав,
зависит от типа продуцирующих клеток и вклю-
чает различные мембранные и цитозольные бел-
ки. Сведения о протеомном составе везикул со-
браны в базе данных Vesiclepedia (http://microves-
icles.org) и постоянно пополняются. Кроме того,
данные о белковом составе экзосом, а также о
присутствующих в них РНК и липидах, содержат-
ся в базе ExoCarta (http://www.exocarta.org).
К мембранным белкам, часто встречающимся на
экзосомах, относят тетраспанины (CD9, CD63,
CD81 и другие), компоненты ESCRT (TSG101,
Alix и другие), а также белки, участвующие в био-
генезе экзосом (в частности, клатрин и убикви-
тин), адгезии (ICAM, интегрины), слиянии мем-
бран и везикулярном транспорте (аннексины,
Rab-белки) и прочие [25, 27]. Тетраспанины и

Рис. 1. Биогенез внеклеточных везикул. РЭ – ранняя эндосома, МВТ – мультивезикулярное тельце, ИЛВ – интралю-
минальные везикулы, Я – ядро. Воспроизведено из [14] с изменениями.
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белки ESRT являются универсальными маркера-
ми экзосом и играют важную роль в их образова-
нии, сортировке и выходе из клеток. Например,
фибробласты, создающие микроокружение кле-
ток опухоли молочной железы, образуют не-
сколько типов экзосом, различающихся по экс-
прессии тетраспанинов – CD81+ экзосомы, кото-
рые несут Wnt, способствуя тем самым миграции
раковых клеток и метастазированию, и CD63+

или CD82+ экзосомы, не обладающие такими
свойствами [28]. Показано, что делеция тетраспа-
нина CD81 в лимфоцитах мыши ухудшает селек-
тивный отбор и включение в состав экзосом мно-
гих белков, например, молекул MHC, ICAM 1,
Rac и других [29]. К цитозольным белкам, обна-
руженным в экзосомах, относятся белки теплово-
го шока (например, Hsp70, Hsp90), различные фер-
менты, цитокины и ростовые факторы (АТP-азы,
пируваткиназы, TNF-α, TGF-β и другие), белки,
участвующие в сигнальной трансдукции и апо-
птозе (белки семейства 14-3-3, синтенин), белки
цитоскелета (актин, тубулин и другие) [30]. По
своему содержимому экзосомы, даже произошед-
шие от одних и тех же клеток, крайне гетероген-
ны. Например, экзосомы, отделяющиеся от базо-
латеральной мембраны клеток карциномы тол-
стой кишки человека, содержат такие белки, как
клатрин и молекулы MHC I, а в состав другой по-
пуляции экзосом, отделяющихся от апикальной
части этих клеток, входят муцин и дипептидил-
пептидаза-4 [31].

Микровезикулы по белковому составу в целом
близки к экзосомам. Есть данные о содержании в
них различных белков клеточной адгезии, компо-
нентов цитоскелета, матриксных металлопротеи-
наз, гликопротеинов, митохондриальных, цент-
росомных и рибосомных белков [25]. При этом в
микровезикулах отсутствуют обязательные ком-
поненты экзосом – тетраспанины, флотилины,
аннексины и белки ESRT. В качестве маркеров
микровезикул обычно используют костимулиру-
ющий белок (CD40) и селектин (CD62) [14]. Про-
веденные на клетках нейробластомы исследова-
ния показали, что экзосомы и микровезикулы,
полученные от одних и тех же клеток, отличаются
по своему белковому составу и, по-видимому, иг-
рают разную роль в развитии патологического
процесса. Для экзосом характерно присутствие
большего количества онкогенных белков и влия-
ние на пролиферацию и миграцию клеток в боль-
шей степени, чем для микровезикул [32].

В последние годы внимание привлекают нук-
леиновые кислоты в составе внеклеточных вези-
кул. Полагают, что именно они, а не белки, опре-
деляют высокую биологическую активность
экзосом и микровезикул. Во внеклеточных вези-
кулах обнаружены мРНК, микроРНК, другие не-
кодирующие РНК, а также небольшое количе-

ство рРНК (впрочем, не исключено, что она вы-
деляется из мертвых клеток и загрязнет фракцию
везикул при центрифугировании) и ДНК. Экс-
портируемые экзосомами микроРНК могут вли-
ять на функционирование клеток-реципиентов.
Анализ содержания микроРНК в экзосомах под-
тверждает участие этого типа внеклеточных вези-
кул в дифференцировке стволовых клеток (РНК
let-7), в органогенезе (miR-1), кроветворении
(miR-18), в образовании опухолей и метастазиро-
вании (miR-17, miR-18, miR-19a, miR-20, miR-19b-1,
miR-93-1) [23]. Везикулы с повышенным содер-
жанием определенных микроРНК могут быть
использованы в качестве биомаркеров для диа-
гностики различных заболеваний [33]. В частно-
сти, у больных сердечно-сосудистыми заболева-
ниями при повреждении миокарда в циркулиру-
ющих в крови экзосомах повышается уровень
микроРНК-133a [34]. Профиль экзосомных
микроРНК изменяется также при злокачествен-
ных опухолях [35, 36]. Качественный состав
микроРНК, присутствующих в секретомах кле-
ток, может существенно отличаться во внекле-
точных везикулах разного типа. Так, показано,
что в клетках меланомы некоторые микроРНК
встречаются только в составе экзосом, например
miR-199a-3p, miR-150-5p, miR-142-3p, miR-486-5p
и miR-223-3p. Для микровезикул характерно при-
сутствие некоторых микроРНК, обнаруженных в
целых клетках и апоптозных тельцах, но они от-
сутствуют в экзосомах (miR-301b, miR-7d-3p,
miR-378a5p и других) [37].

МЕТОДЫ ВЫДЕЛЕНИЯ 
ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ

В настоящее время наиболее распространен-
ным способом выделения внеклеточных везикул
является дифференциальное центрифугирова-
ние, время и скорость которого в каждом случае
подбирают эмпирически. Основные принципы
центрифугирования следующие: на первых эта-
пах из кондиционированной среды либо биоло-
гической жидкости удаляют клетки (при 300 g и
2000 g), затем для осаждения клеточного дебриса
и крупных везикул применяют центрифугирова-
ние при 10000–20000 g и, наконец, везикулы раз-
мером менее 1000 нм осаждают с помощью уль-
трацентрифугирования (при 100000–120000 g)
[18, 38–40]. Этот подход требует больших затрат
времени (4–5 ч) и наличия ультрацентрифуги;
кроме того, он дает сравнительно небольшой вы-
ход внеклеточных везикул, а соосаждение белко-
вых агрегатов, апоптозных телец и нуклеосомных
фрагментов может снижать чистоту получаемых
образцов [39]. Для получения более чистой фрак-
ции внеклеточных везикул применяют такие
методы, как центрифугирование в градиенте
плотности, ультрафильтрация, аффинная и гель-
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хроматография, метод фракционирования нано-
частиц в асимметричных потоках (flow field-flow
fractionation) и использование специальных ком-
мерческих наборов, например, ExoQuick/System
Biosciences, обеспечивающего осаждение экзо-
сом с помощью полиэтиленгликоля, и Exo-
Cap/JSR Life Sciences, включающего магнитные
бусы, покрытые антителами к поверхностным
белкам экзосом [40–44]. Перспективным являет-
ся метод, основанный на агрегации везикул с лек-
тинами [45]. Однако несмотря на очевидные пре-
имущества, протоколы, связанные с использова-
нием магнитных бус, лектинов и коммерческих
наборов, основанных на осаждении с полиэти-
ленгликолем, малопригодны для выделения
внеклеточных везикул из больших объемов жид-
кости; в этом случае их можно применять в соче-
тании с ультрацентрифугированием [39]. Разно-
образие условий выделения везикул затрудняет
сравнение результатов, полученных разными ис-
следователями, поэтому необходима разработка
оптимального стандартного протокола выделения.

ПОЛУЧЕНИЕ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ 
С РАЗЛИЧНЫМИ СВОЙСТВАМИ

Везикулы рассматриваются как перспектив-
ный носитель генетического материала, посколь-
ку они участвуют в межклеточных взаимодей-
ствиях в норме в организме и обладают мембра-
ной, обеспечивающей сохранность переносимых
ими “грузов”. В последние годы активно ведется
поиск методик, позволяющих влиять на состав
получаемых везикул (рис. 2). Одной из таких ме-
тодик является трансфекция внеклеточных вези-
кул с помощью электропорации. В частности, по-
казано, что экзосомы из плазмы крови, в которые
методом электропорации были введены гетероло-
гические малые интерферирующие РНК (siRNA),
обеспечивают эффективную доставку этих моле-
кул в мононуклеарные клетки крови. Транспор-
тировка соответствующих siRNA в составе экзосом
в моноциты и лимфоциты приводила к подавлению
экспрессии MAPK-1 в клетках-реципиентах [46].

Однако метод электропорации, используемый
для загрузки во внеклеточные везикулы крупных
молекул ДНК  для доставки генов в клетки-ми-
шени, имеет ряд ограничений [47].

В связи с перспективами использования вне-
клеточных везикул при различных заболеваниях
разрабатываются подходы к повышению их тера-
певтической эффективности. С этой целью при-
меняют такие методы воздействия на продуциру-
ющие их клетки, как культивирование в стрессовых
условиях (тепловой шок или переохлаждение,
окислительный стресс, гипоксия), трансфекция
клеток, культивирование в присутствии различ-
ных цитокинов, факторов роста или бактериаль-
ных липополисахаридов (ЛПС) [27, 48–51]. Фи-
зические и химические воздействия на клетки
могут влиять как на количество, так и на состав
получаемых внеклеточных везикул. Показано,
что культивирование мезенхимных стромальных
клеток (МСК) из плаценты в условиях гипоксии
(3 и 1% кислорода) приводит к увеличению числа
продуцируемых экзосом (примерно в 3 и 6 раз со-
ответственно) по сравнению с контрольной куль-
турой клеток, содержащейся при 8% кислорода.
Кроме того, такие экзосомы обладают повышен-
ной ангиогенной активностью [52]. При облуче-
нии МСК рентгеновскими лучами наблюдалось
увеличение содержания белков в экзосомах на
78% [53]. Показано участие экзосом в формиро-
вании “эффекта свидетеля”, при котором сигнал
от облученных клеток передается необлученным
[54]. Культивирование тучных клеток в условиях
окислительного стресса (инкубация в течение су-
ток с 125 мкМ H2O2) приводило к продукции ими
экзосом с повышенным содержанием мРНК, ко-
торые при добавлении к другим клеточным куль-
турам обеспечивали увеличение выживаемости
клеток в условиях окислительного стресса [55].
Стресс-индуцированные изменения в экзосомах
могут свидетельствовать об их биологической
роли в организме, связанной с уменьшением
негативных последствий при повреждениях от-
дельных клеток. Например, гипоксическое по-
вреждение эпителиальных клеток влечет за собой

Рис. 2. Терапевтические эффекты внеклеточных везикул и подходы к направленному изменению их свойств.
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усиление образования экзосом оставшимися
клетками, которые в свою очередь стимулируют
ангиогенез и восстановление ткани [56].

Следующий подход, направленный на измене-
ние состава экзосом – генетическая модифика-
ция клеток, обеспечивающая сверхэкспрессию
определенных генов. Например, протеинкиназа
В, кодируемая геном Akt, участвует в ангиогенезе
и способствует кардиопротекции. Показано, что
трансфекция геном Akt МСК из пуповинной кро-
ви человека приводит к продукции ими экзосом,
которые ускоряют миграцию и пролиферацию
эндотелиальных клеток, способствуют ангиоге-
незу и улучшают функционирование сердца по-
сле инфаркта [51].

И, наконец, немаловажное влияние на состав
и количество образующихся везикул оказывает
среда, в которой растут клетки. Известно, что при
добавлении в среду фактора роста из тромбоци-
тов (PDGF) увеличивается количество продуци-
руемых везикул, возрастает содержание в них
проангиогенных белков (тромбопоэтина, различ-
ных матриксных металлопротеиназ), и усилива-
ется их ангиогенная активность [49]. Культиви-
рование клеток меланомы с добавлением белка
Wnt5А, влияющего на Cа-зависимое высвобож-
дение везикул, приводит к продукции экзосом,
содержащих иммуномодулирующий цитокин ин-
терлейкин (IL) -6 и проангиогенные факторы
IL-8, VEGF, MMP2 [57]. Согласно другим дан-
ным, на содержание белков и РНК в экзосомах
может повлиять предварительная инкубация кле-
ток с провоспалительным цитокином TNFα. Эк-
зосомы, полученные от таких прекондициониро-
ванных эндотелиальных клеток, отличаются от
экзосом, произведенных клетками в обычных
условиях культивирования, по экспрессии мРНК
CCL2, IL-8, TNIP1, SOD2, VCAM, IL-32 [58].
Обработка клеток интерфероном-α или ЛПС
позволяет получить экзосомы с противовоспали-
тельной и соответственно противовирусной или
противобактериальной активностью [50, 59]. По-
казано также, что МСК, предварительно культи-
вированные с бактериальным ЛПС, обладают
большей секреторной активностью и эффектив-
нее устраняют воспаление, чем клетки, не под-
вергнутые прекондиционированию [60, 61]. Это
может быть связано с влиянием ЛПС на продук-
цию экзосом, которые, по-видимому, играют
важную роль в создании МСК противовоспали-
тельной среды и в паракринном действии этих
клеток на восстановление тканей. Полученные от
прекондиционированных ЛПС МСК экзосомы
отличаются от экзосом, образуемых МСК в обыч-
ных условиях, в первую очередь, по содержанию
микроРНК. Такие экзосомы участвуют в поляри-
зации макрофагов, снижают воспалительные ре-
акции и облегчают заживление кожных ран при
диабете [50].

ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ ВЕЗИКУЛЫ, 
ПРОДУЦИРУЕМЫЕ СТВОЛОВЫМИ 

КЛЕТКАМИ, И ИХ РЕГЕНЕРАТИВНЫЙ 
ПОТЕНЦИАЛ

Везикулы продуцируются различными типами
стволовых клеток – эмбриональными стволовы-
ми клетками (ЭСК), индуцированными плюри-
потентными стволовыми клетками (ИПСК),
МСК, нейральными, кроветворными и другими
стволовыми клетками. Они во многом сходны по
фенотипу с образующими их клетками и в экспе-
риментах на животных демонстрируют высокий
терапевтический потенциал [62], что позволяет
надеяться на их успешное применение в регене-
ративной медицине.

Внеклеточные везикулы от плюрипотентных
стволовых клеток. Плюрипотентные стволовые
клетки могут быть выделены из внутренней кле-
точной массы зародышей (ЭСК) или получены из
соматических клеток путем генетического репро-
граммирования (ИПСК). Полагают, что внекле-
точные везикулы играют важную роль во взаимо-
действии клеток внутренней клеточной массы
бластоцисты и трофобласта и в имплантации эм-
бриона [63]. Плюрипотентные стволовые клетки
выделяют большое количество внеклеточных ве-
зикул, в том числе содержащих молекулы, участ-
вующие в самоподдержании клеток [64]. Особен-
ностью экзосом из ЭСК является содержание в
них большого количества различных мРНК и
микроРНК. По некоторым данным экзосомы из
ЭСК несут не менее 169 микроРНК, которых нет
в экзосомах, полученных от эмбриональных фиб-
робластов мыши – MEF. Кроме того, в составе
экзосом из ЭСК присутствуют микроРНК, уро-
вень экспрессии которых более чем в 104 раз пре-
вышает экспрессию аналогичных микроРНК в
клетках MEF. В основном к ним относятся мик-
роРНК семейства 290, экспрессия которых ха-
рактерна и для ЭСК в целом. При обработке кле-
ток-предшествеников сердечной мышцы этими
микроРНК наблюдается увеличение числа кле-
ток в S-фазе, как и при действии экзосом от ЭСК
[65]. О микровезикулах от ЭСК известно, что по
качественному составу они сходны с клетками, их
продуцирующими, а при трансфекции ЭСК ге-
ном зеленого флуоресцентного белка (GFP) спо-
собны передавать GFP клеткам-реципиентам
[66]. В этой связи возникает вопрос: могут ли ве-
зикулы от плюрипотентных клеток эпигенетиче-
ски влиять на соматические клетки, перенося
белки, микроРНК и мРНК, и перепрограммиро-
вать их? В пользу такой возможности свидетель-
ствуют данные об изменениях в морфологии
Мюллеровых клеток человека при добавлении в
культуральную среду микровезикул от ЭСК мы-
ши. Показано, что появление морфологического
разнообразия в культуре этих клеток стало след-
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ствием изменения экспрессии таких генов, как
Oct4, Pax6 и Rax. При этом в Мюллеровых клетках
не только наблюдалась экспрессия принесенных
везикулами РНК, но и под их воздействием изме-
нялась экспрессия собственных генов. Обработка
микровезикулами из ЭСК усиливала экспрессию
801 гена и снижала экспрессию 1093, при этом бо-
лее 60% изменений в экспрессии наблюдали уже
после 8-часовой обработки. Среди генов с уси-
ленной экспрессией были гены плюрипотентно-
сти Oct4, Lin28, Klf4 и LIF, ранние гены клеток
сетчатки (Bmp7, OLIG2, FoxN4, Dll1, Рах6), гены
IL-6 и CSF2, индукторы регенерации сетчатки
(Fgf2, Igf2, GDNF), гены, продукты которых участ-
вуют в модификации внеклеточного матрикса (на-
пример, MMP3). В то же время экспрессия генов,
стимулирующих дифференцировку, – Dnmt3a и
GATA4 – была подавлена [67]. Сообщалось также,
что микровезикулы от ЭСК способствуют повы-
шению пролиферативного потенциала крове-
творных родоначальных клеток мыши. При этом
в клетках-мишенях усиливается экспрессия ос-
новных генов, участвующих в поддержании плю-
рипотентности, таких как Oct4, Sox2 и Nanog [64].

Схожими свойствами обладают микровезику-
лы, полученные от ИПСК. Они содержат мРНК
факторов транскрипции, ассоциированных с
плюрипотентностью (Oct4, Sox2, Nanog), а при
инкубации с МСК, выделенными из сердца, ак-
тивируют в них внутриклеточные сигнальные пу-
ти, стимулируя выживание и пролиферацию кле-
ток и усиливая их способность к регенерации за
счет горизонтального переноса генетической ин-
формации от ИПСК к МСК [68]. В эксперимен-
тах на животных показано, что внутрисердечное
введение экзосом от ЭСК повышает выживае-
мость кардиомиоцитов, уменьшает фиброз и
улучшает функционирование сердца при ин-
фаркте миокарда [65]. Таким образом, есть осно-
вания предполагать, что внеклеточные везикулы
от плюрипотентных клеток могут стать терапев-
тическими агентами, осуществляющими переда-
чу белков и РНК и стимуляцию клеток-предше-
ственников различных тканей при регенерации,
хотя этот вопрос требует дальнейшего изучения.

Внеклеточные везикулы от мезенхимных стро-
мальных клеток. Одним из наиболее перспектив-
ных для регенеративной медицины источников
внеклеточных везикул являются МСК, которые
распространены практически повсеместно –
в костном мозге, жировой ткани, мышцах, костях,
пуповинной крови и т.д. По данным многочис-
ленных исследований МСК секретируют широ-
кий спектр факторов роста, хемокинов и цитоки-
нов, влияющих на окружающие клетки, и пред-
ставляют собой один из самых продуктивных по
образованию внеклеточных везикул тип стволо-
вых и родоначальных клеток [69]. В экзосомах и
микровезикулах, полученных от МСК, обнаруже-

но около 700 различных белков, более 200 мРНК
и множество микроРНК. Содержащиеся в них
белки и нуклеиновые кислоты разнообразны по
своим функциям: они участвуют в воспалении,
клеточной адгезии, регуляции клеточного цикла,
морфогенезе, репарации тканей и обмене ве-
ществ [69–71]. Сейчас появляется множество ра-
бот, направленных на изучение возможного при-
менения везикул от МСК в восстановлении раз-
личных тканей. В частности, на различных
модельных системах показано, что экзосомы и
микровезикулы, полученные от МСК, могут спо-
собствовать регенерации почек при остром по-
вреждении, обладают кардиопротекторными
свойствами, демонстрируют выраженный тера-
певтический эффект при повреждении легких эн-
дотоксином, стимулируют заживление кожных
ран и костно-хрящевых дефектов, способствуют
восстановлению скелетных мышц при ишемии
конечностей, оказывают иммуномодулирующее
действие (в частности, стимулируют образование
регуляторных T-лимфоцитов и улучшают при-
живление аллогенных трансплантатов кожи),
снижают эффекты радиационного поражения у
облученных мышей [72–79]. Внеклеточные вези-
кулы, продуцируемые МСК, усиливают ангиоге-
нез и пролиферацию клеток в поврежденных ор-
ганах, снижают клеточную гибель, уменьшают
фиброз, способствуя полноценной регенерации
ткани. Например, при введении животным с по-
врежденной печенью экзосом от МСК наблюда-
ли значительное улучшение биохимических по-
казателей крови, свидетельствующих о нормаль-
ном функционировании органа, уменьшение
отложения коллагенов типа I и III и площади
фиброза, повышение экспрессии различных
транскрипционных факторов и усиление проли-
ферации гепатоцитов [80, 81]. При этом различ-
ные популяции внеклеточных везикул могут ока-
зывать неодинаковое влияние на поврежденную
ткань. Так, на модели ишемического поврежде-
ния почечного эпителия in vitro фракция внекле-
точных везикул от МСК, обогащенная экзосомами,
наиболее эффективно предотвращала апоптоз [82].
В экспериментах на мышах с индуцированной
легочной гипертензией свою терапевтическую
эффективность также показали экзосомы, но не
микровезикулы, полученные от МСК [83].

Внеклеточные везикулы от тканеспецифиче-
ских стволовых и родоначальных клеток. Везику-
лы, продуцируемые другими типами стволовых и
родоначальных клеток, изучены слабее, чем вези-
кулы от МСК, однако имеющиеся эксперимен-
тальные данные позволяют предполагать, что в
перспективе они тоже могут быть использованы в
качестве ресурса для восстановления тканей.
Нейральные стволовые и родоначальные клетки,
дифференцирующиеся во все типы клеток цен-
тральной нервной системы, выделяют экзосомы,
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содержащие более 100 различных типов белков,
среди которых VEGF, интерферон-γ, белки теп-
лового шока, коннексин 43 и другие [84, 85]. В на-
стоящее время изучается роль внеклеточных ве-
зикул в нормальном функционировании нервной
системы и развитии нервно-дегенеративных за-
болеваний [62, 85]. Микровезикулы, полученные
от кроветворных родоначальных клеток, содер-
жат мРНК нескольких антиапоптотических и
проангиогенных факторов и стимулируют ангио-
генез in vitro [86]. Микровезикулы от эндотели-
альных предшественников содержат большое ко-
личество микроРНК miR-126 и miR-296, облада-
ющих проангиогенным и антиапоптоточеским
действием, благодаря чему защищают почки от
острого повреждения в модели ишемии-реперфу-
зии [87] и усиливают васкуляризацию ишемизи-
рованной конечности [88]. Экзосомы, продуци-
руемые сердечными клетками-предшественни-
ками, культивируемыми в условиях гипоксии,
способствуют выживанию кардиомиобластов
при окислительном стрессе и улучшают функции
сердца, одновременно уменьшая площадь фибро-
за в модели инфаркта миокарда [62, 89]. Показана
способность микровезикул, полученных от ство-
ловых клеток печени, индуцировать пролифера-
цию и подавлять апоптоз гепатоцитов in vitro, а
также стимулировать регенерацию печени после
частичной гепатэктомии [90].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, внеклеточные везикулы, кото-
рые могут быть получены из различных типов
стволовых клеток, способны оказывать влияние
на другие клеточные популяции и в эксперимен-
тах на животных вызывают многообещающие те-
рапевтические эффекты (см. рис. 2). Тем не менее
для успешного использования экзосом и микро-
везикул в клинической практике необходимо де-
тальное исследование механизма их действия.
Такое исследование затруднено сложным хими-
ческим составом везикул, которые содержат мно-
жество белков, липидов и нуклеиновых кислот,
способных оказывать разнонаправленное влия-
ние на клетки. Кроме того, к настоящему момен-
ту накоплено недостаточно знаний о различных
фракциях везикул, получаемых от одних и тех же
клеток. Сравнительный анализ свойств этих
фракций даст важную информацию, которая бу-
дет способствовать повышению эффективности
применения везикул в терапии. Безопасное и эф-
фективное клиническое использование внекле-
точных везикул требует также преодоления ряда
технических сложностей, связанных с их получе-
нием. Во-первых, необходима разработка уни-
версальных и легко воспроизводимых протоко-
лов выделения везикул, обеспечивающих их вы-
сокий выход при минимальной загрязненности

примесями, а также совершенствование способов
хранения. Во-вторых, несмотря на относитель-
ную безопасность при введении внеклеточных
везикул по сравнению с введением стволовых
клеток, необходимо внимательно относиться к
условиям культивирования клеток, образующих
эти везикулы, в частности, к присутствию в среде
компонентов животного происхождения. Напри-
мер, есть данные, что микровезикулы способны
включать в свой состав белки от клеток мыши,
применяемых в качестве фидерного слоя при
культивировании человеческих ЭСК, и белки из
среды. Такие микровезикулы могут оказаться им-
муногенными [91]. Помимо этих проблем, до ре-
шения которых клинические испытания внекле-
точных везикул могут подвергать пациентов се-
рьезному риску, остаются и другие неясные
вопросы. В частности, как клетка формирует со-
став внеклеточных везикул? Каким образом
определяется путь секреции для тех или иных
белков и нуклеиновых кислот? Каков конкрет-
ный механизм действия везикул в различных слу-
чаях? Изучение механизмов биогенеза и высво-
бождения внеклеточных везикул, а также их вли-
яния на клетки-мишени является важной
общебиологической задачей и создает теоретиче-
скую основу их применения для регенерации тка-
ней, а совершенствование методов воздействия
на состав везикул открывает широкие перспективы
для их использования в клинической практике.

Обзор подготовлен в рамках Программы Пре-
зидиума РАН № 41 “Фундаментальные исследо-
вания для разработки медицинских технологий”,
раздел Государственного задания № 0108-2018-
0013.
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Extracellular Vesicles and Prospects of Their Use for Tissue Regeneration
O. N. Sheveleva1, E. I. Domaratskaya1, O. V. Payushina1, *

1Koltzov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, 
ul. Vavilova, 26, Moscow, 119334 Russia

*e-mail: payushina@mail.ru

Extracellular vesicles are an important component of different cell secretomes that provide complex delivery
of biologically active molecules and horizontal transfer of genetic information. They differ in their origin,
composition, and functions. Selection of the vesicle isolation protocol, change in cell culture conditions, and
genetic modification influences the composition of the vesicles obtained. Stem cells produce vesicles carrying
a wide range of growth factors, chemokines, cytokines, microRNAs that can affect the surrounding cells and
have a therapeutic effect on various pathologies. Studying mechanisms of biogenesis of extracellular vesicles,
as well as their effects on target cells, is an important issue of fundamental biology. Improvement of methods
for obtaining vesicles of the required composition opens wide prospects for their use in clinical practice.
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