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 Витрук Т.Ю., Рязанцева Н.В., Пестерев П.Н., Мустафина Л.Р. 

Проведено иммуногистохимическое исследование кожи, направленное на верификацию маркеров апоптоза p53, bcl-2 
и bax в кератиноцитах эпидермиса пациенток двух возрастных групп (16—44 и 45—64 года). Выявлено, что при хроноло-
гическом старении кожи увеличивается содержание белков p53 и bax в клетках эпидермиса у пациенток старшей возраст-
ной группы. Полученные данные свидетельствуют о кумулятивном повреждающем эффекте множества проапоптотических 
факторов (окислительный стресс, УФ-излучение, ионизирующая радиация, действие химических препаратов и др.) на 
клетки эпидермиса при старении. 
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The immunohistochemical study of skin was conducted to verify presence of p53, bcl-2 and bax apoptosis markers in epider-
mal keratinocytes of patients from two age groups: 16 to 44 years old and 45 to 64 years old. It was discovered that with chronolog-
ical ageing of skin the expression levels of p53 and bax apoptosis markers are raised by epidermal cells in patients of elder age 
group. Obtained data testifies to cumulative damaging effect of a quantity of proapoptotic factors (oxidative stress, UV-waves, ion-
izing radiation, chemical reagents etc.) on epidermal cells with ageing. 
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Введение 

В последнее время накоплены знания о значи-
тельной роли апоптоза в старении клеток в частности 
и организма в целом, а также в развитии возрастной 
патологии [27]. Апоптоз — программированная ги-
бель клетки, выполняющая ключевую роль в поддер-
жании клеточного гомеостаза [23]. Нарушения меха-
низмов регуляции апоптоза приводят к накоплению 
поврежденных клеток, что является одной из состав-
ляющих процесса естественного старения организма 
[1]. 

В живых клетках организма, включая клетки кожи 
человека, содержится протеин p53, кодируемый геном 
p53. Получая сигналы о клеточном повреждении, бе-
лок p53 либо останавливает клеточный цикл для репа-
рации генома, либо индуцирует апоптотическую ги-
бель клетки. Активированный белок p53 одновремен-
но осуществляет индукцию белков-промоторов 
апоптоза bax, bak и bad, а также репрессию белков-
ингибиторов апоптоза — bcl-2 и bcl-x [7, 12, 31]. Та-

ким образом, дисбаланс между экспрессией генов бел-
ков, отвечающих за выживаемость клеток, и семейства 
белков, ответственных за гибель клеток [21, 26], являет-
ся механизмом, контролирующим гомеостаз клеток ко-
жи.  

Доказано, что ген р53 осуществляет контроль ре-
пликативного старения клеток. Как известно, есте-
ственный процесс клеточного старения завершается 
остановкой роста после определенного числа делений 
(критерий Хейфлика). По современным представлени-
ям, причиной этого служит укорочение теломер при 
каждом делении клетки. В старых клетках наблюдается 
активация гена p53. По-видимому, это происходит в 
ответ на хромосомные разрывы, образующиеся в про-
цессе укорочения теломер в стареющих клетках [19]. 
Напротив, инактивация р53 приводит к тому, что 
клетки продолжают неограниченно пролиферировать. 
Например, фибробласты мышей, дефектные по гену 
p53, не стареют в культуре [17]. 
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Многие исследователи указывают на накопление 
в дерме с возрастом стареющих фибробластов, от- 
личающихся устойчивостью по отношению как к 
пролиферативным, так и проапоптотическим сигна-
лам [34]. Причем последний эффект обусловлен, в 
первую очередь, повышением экспрессии bcl-2 и ре-
прессией генов G1-фазы. Резистентность фибробластов 
к апоптозу может являться одним из факторов, способ-
ствующих накоплению клеток с повреждениями ядер-
ной и митохондриальной ДНК, являющихся маркерами 
хроно- и фотостарения [8]. Установлено, что в фиб-
робластах келоидных рубцов также нарушены механиз-
мы апоптоза клеток, который важен для регуляции ко-
личества клеток при формировании нормального рубца. 
Так, в келоидных фибробластах отсутствуют каспазы 3, 
8 и 9 (белки, передающие апоптотический сигнал от 
Fas-рецептора) [2]. Кроме того, в тканях келоида имеет 
место повышение экспрессии трансформирующего ро-
стового фактора-β1 (ТФР-β1). Добавление его к культу-
рам нормальных и келоидных фибробластов ингибирует 
Fas-опосредованный апоптоз, а нейтрализация ауто-
кринного ТФР-β1 в культуре келоидных фибробластов 
снимает их апоптотическую резистентность [13, 16]. 

Имеются данные о повышении с возрастом рези-
стентности кератиноцитов к апоптозу, что может яв-
ляться результатом блокады wt р53 другими белками, 
в первую очередь эндогенными bcl-2 и MDM-2, или 
мутаций гена и образования мутантного типа протеи-
на — mt p53 [11, 24, 34]. 

По мнению ряда авторов, в сохранности керати-
ноцитов с фотоповрежденными митохондриальными 
ДНК ключевую роль играет протеин bcl-2 [11, 15, 18, 
22, 28, 32, 38]. Его локализация на мембране митохон-
дрий вблизи источника свободных радикалов дает 
основание предполагать, что bcl-2 предотвращает 
апоптоз клетки, ингибируя выработку радикалов или 
действуя как антиоксидант [10]. В эпидермисе bcl-2 
экспрессируется базальными кератиноцитами и, сле-
довательно, обеспечивает выживание активно проли-
ферирующих клеток [20, 35]. Согласно последним 
данным, основным механизмом антиапоптотического 
эффекта bcl-2 является стабилизация мембран мито-
хондрий, что ведет к блокаде выхода в цитоплазму 
клетки цитохрома С [7, 37]. 

Однако изучение другими исследователями воз-
растных изменений кожи методом электронной мик-
роскопии показало, что характерной особенностью 

эпидермиса пожилых и старых людей является увели-
чение количества апоптозных кератиноцитов в ба-
зальном слое эпидермиса [3]. 

Учитывая важную роль программированной гибе-
ли клеток в регуляции старения кожи, проведено им-
муногистохимическое исследование, направленное на 
верификацию про- и антиапоптозных белков в клетках 
эпидермиса женщин различных возрастов. 

Материал и методы 

Объектом исследования служили биоптаты кожи 
здоровых женщин (16 человек) в возрасте от 16 до 64 
лет. Образцы кожи были получены при вмешатель-
ствах, связанных с хирургической коррекцией косме-
тических недостатков области лица, шеи и груди. При 
отборе пациенток для данного исследования учитыва-
лись следующие критерии: возраст, состояние репро-
дуктивной системы, сопутствующие соматические 
заболевания, тип светочувствительности кожи по 
Фитцпатрику, частота инсоляции. Пациентки были 
разделены на две возрастные группы: от 16 до 44 лет и 
от 45 до 64 лет. 

Иммуногистохимическое исследование проводили 
на парафиновых срезах кожи с помощью двухэтапно-
го авидин-биотинового метода, включавшего демас-
кировку антигенов высокотемпературной обработкой 
ткани с использованием антител p53, bcl-2, bax, и визу-
ализирующей системы фирмы «Dako Cytomation» 
(США) [6]. На первом этапе исследования стекла со 
срезами прогревали в термостате (при температуре 
56 °С) в течение 30 мин. Далее проводили депарафи-
низацию и дегидратацию срезов последовательно в 
ксилоле № 1, 2 и 3 (при температуре 37 °С); затем 
трехкратно в 96%-м спирте. В каждом растворе образ-
цы выдерживали по 10 мин, после чего промывали в 
двух сменах дистиллированной воды по 5 мин и про-
водили кипячение в цитратном буфере (0,01 моль, 
рН = 6,0) в СВЧ. После охлаждения стекла промывали 
в двух сменах фосфатного буфера по 5 мин. Наносили 
по 50 мкл peroxidase block (3% hydrogen peroxide in 
water) с целью блокирования эндогенной пероксидазы 
и помещали во влажную камеру на 10 мин при ком-
натной температуре. После этого срезы промывали в 
дистиллированной воде в течение 5 мин, затем — в 
фосфатном буфере (5 мин). Далее проводили инкуба-
цию срезов во влажной камере с первыми (специфич-
ными) антителами (p53, bcl-2, bax) (по 50 мкл) при тем-
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пературе 4 °С. На втором этапе исследования кожные 
срезы промывали в двух сменах фосфатного буфера по 
5 мин. Далее производили инкубацию со вторыми (био-
тинилированными) антителами (biotinylated link univer-
sal) (по 50 мкл). Стекла помещали во влажную камеру 
и инкубировали при комнатной температуре в течение 
20 мин, промывали в двух сменах фосфатного буфера 
по 5 мин. Затем проводили инкубацию со стрептави-
дин-биотин-пероксидазным комплексом (streptavidin-
HRP). Для выявления пероксидазы хрена диаминобен-
здином (DAB + substrate buffer, DAB + chromogen) 
раствор готовили ex tempore по инструкции, прилага-
ющейся к набору, для чего брали 40 мкл 
DAB + chromogen и 1 000 мкл DAB + substrate buffer. 
Проявление реакции контролировали под микроско-
пом. Срезы промывали в двух сменах дистиллирован-
ной воды по 5 мин и докрашивали гематоксилином в 
течение 15—20 с. Стекла со срезами дифференциро-
вали водой. Далее срезы проводили через системы в 
следующей последовательности: трехкратно в 96%-м 
спирте; затем в ксилоле,  
№ 1, 2 и 3, оставляя в каждом растворе на 10 мин. За-
тем кожные срезы заключали в канадский бальзам.  

Интерпретация результатов исследования препа-
ратов кожи проводилась с помощью светового микро-
скопа МБИ-6 при увеличении — об. 10×, 20×; ок. 5×, 10× 
(дополнительное увеличение микроскопа 2,5×). Фото-
графирование срезов кожи проводили цифровой фо-
токамерой «Olympus C-310 zoom». Для оценки  
результатов иммуногистохимической реакции исполь-
зовали полуколичественный способ. При этом выра-
женность иммунопозитивной реакции оценивали сте-
пенью интенсивности окраски срезов (отрицательная, 
слабо выраженная (+), умеренно выраженная (++) и 
выраженная (+++)). Долю окрашенных клеток выра-
жали в процентах.  

Статистическую обработку данных проводили при 
помощи компьютерной программы SSPS v. 11.5. Так 
как объемы выборки не удовлетворяли требованиям 
параметрических критериев, для сравнения количе-
ственных показателей у исследуемых групп применя-
ли критерий Манна—Уитни. Анализ качественных 
данных проводился с помощью точного критерия 
Фишера. При уровне значимости p < 0,05 различия 
сравниваемых величин считали статистически досто-
верными. Если количество градаций качественных 
показателей превышало два, то отдельно анализиро-

вали каждую градацию с помощью точного критерия 
Фишера. Коррекцию эффекта множественного срав-
нения осуществляли с помощью поправки Бонферро-
ни. 

Результаты и обсуждение 

Как показали проведенные исследования, средние 
значения содержания белка p53 в клетках эпидермиса 
у пациенток обеих возрастных групп были достоверно 
различны ((2,24 ± 2,24) и (30,41 ± 15,12)% соответ-
ственно, p < 0,05), при этом степень выраженности 
иммунопозитивной реакции между группами досто-
верно не различалась (табл. 1, 2).  

Т а б л и ц а  1  

Экспрессия маркеров апоптоза p53, bcl-2 и bax клетками эпи-
дермиса у пациенток разных возрастных групп 

Показатель 
Возраст пациенток, лет 

p 
16—44 (8 человек) 45—64 (8 человек) 

p53, % 2,24 ± 2,24 30,41 ± 15,12 0,029 
bcl-2, % 2,66 ± 2,66 16,64 ± 11,76 0,204 
bax, % 25,9 ± 14,38 78,75 ± 11,25 0,046 

 

Т а б л и ц а  2  

Встречаемость иммунопозитивной реакции в клетках эпидер-
миса  

при выявлении маркера апоптоза p53 у пациенток разных воз-
растных групп, абс. (%) 

Возраст пациенток, лет 
Интенсивность p53 

p 
– +++ 

16—44 7 (87,5) 1 (12,5) 0,248 
45—64 5 (62,5) 3 (37,5) 

 
Многочисленные исследования выявили, что в 

эпидермисе фотоповрежденной кожи отмечается вы-
сокая экспрессия протеина p53 [29, 30]. В то же время 
иммуноокрашивание этого белка в эпидермисе закры-
тых участков кожи либо отсутствует, либо определя-
ется на невысоком уровне [9]. Хронологическое и фо-
тостарение кожи сопровождается увеличением доли 
клеток эпидермиса и дермы, экспрессирующих p53, а 
также аккумуляцией протеина в ядрах клеток откры-
тых участков кожи [4]. 

По мнению W. Tao [33], в нормальных клетках 
белка p53 содержится мало — на уровне чувствитель-
ности методов определения. Полупериод жизни этого 
протеина составляет приблизительно 5—20 мин, p53 
постоянно обновляется путем синтеза. Другие авторы 
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подтверждают, что в физиологических условиях «ди-
кий» тип (wt)p53, характеризующийся коротким пери-
одом полураспада (не более 20 мин), содержится в 

клетках в очень низких концентрациях, которые 
обычно ниже чувствительности иммуногистохимиче-
ских методов [5].  

        
 

        
 

        

Рис. 1. Выраженность иммунопозитивной реакции к маркерам апоптоза кератиноцитами эпидермиса: а — выраженная иммунопозитивная 
реакция к протеину p53 в клетках эпидермиса (пациентка П., 60 лет). Препарат участка кожи височной области; б — выраженная иммунопози-
тивная реакция к протеину bax в клетках эпидермиса (пациентка С., 52 года). Препарат участка кожи, полученного из области верхних век; в — вы-
раженная иммунопозитивная реакция к протеину bcl-2 в клетках эпидермиса (пациентка Г., 55 лет). Препарат участка кожи височной области; г 
— выраженная иммунопозитивная реакция к протеину p53 в клетках эпидермиса (пациентка С., 52 года). Препарат участка кожи, полученного 
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из области верхних век; д — слабо выраженная иммунопозитивная реакция к протеину bax в клетках эпидермиса (пациентка П., 44 года). Пре-
парат участка кожи, полученного из области верхних век; е — отсутствие иммунопозитивной реакции к протеину bax в клетках эпидермиса 
(пациентка Н., 28 лет). Препарат участка кожи височной области. Стрелками указаны апоптозные (а—д) и нормальные (е)  кератиноциты 
эпидермиса. Ув.: а, б, г, е — 250; в, д — 150 

В данном исследовании обращал на себя внима-
ние факт, что доля p53-иммунопозитивных кератино-
цитов в препаратах кожи молодых пациенток состав-
ляла от 3,8 до 17,9% , а в препаратах кожи пациенток 
среднего и пожилого возраста указанный показатель 
варьировал от 63 до 90%. Эти результаты в целом не 
противоречат сведениям, полученным в других ис-
следованиях. Так, имеются данные об обнаружении 
конституциональной экспрессии протеина p53 в эпи-
дермисе человека с увеличением доли иммунопози-
тивных клеток по мере старения кожи [4]. Одни ис-
следователи отмечали высокий уровень экспрессии это-
го протеина в эпидермисе в сезон активной инсоляции 
[14], другие — утверждали, что появление его реак-
тивности отмечается только при повреждении кожи 
различными факторами, в том числе и при ультрафио-
летовом воздействии [36]. 

При оценке средних значений содержания белка-
ингибитора апоптоза bcl-2 и выраженности иммуно-
позитивной реакции в клетках эпидермиса у пациен-
ток обеих групп статистически значимых различий 
обнаружено не было ((2,66 ± 2,66) и (16,64 ± 11,76)% 
соответственно, p = 0,204) (табл. 1, 3; рис. 1,в). При 
этом доля окрашенных клеток в препаратах кожи па-
циенток в возрасте 16—44 лет была не более 21,3%, а 
в препаратах кожи пациенток 45—64 лет — от 43 до 
90%. 

Т а б л и ц а  3  
Встречаемость иммунопозитивной реакции в клетках эпидер-

миса  
при выявлении маркера апоптоза bcl-2 у пациенток разных  

возрастных групп, абс. (%) 

Возраст пациен-
ток, лет 

Интенсивность bcl-2 
p – + +++ 

16—44 7 (87,5) 1 (12,5) 0  0,99 
45—64 6 (75,0) 1 (12,5) 1 (12,5) 
 
При оценке другими исследователями процесса 

экспрессии белка bcl-2 в коже установлено, что имму-
нопозитивная реакция кератиноцитов к антителам 
белка определяется чаще в цитоплазме клеток базаль-
ного слоя эпидермиса. При этом отмечалось возраста-
ние показателей оптической плотности данного мар-
кера в эпидермисе пациентов различных возрастных 

групп при хронологическом и фотостарении. Описан-
ные особенности экспрессии bcl-2 свидетельствуют о 
преимущественном повышении резистентности к 
проапоптотическим сигналам менее дифференциро-
ванных клеток эпидермиса [4]. Этими же авторами 
было отмечено усиление экспрессии белков-
блокаторов апоптоза при фотостарении в эпидермисе 
и дерме. Вероятнее всего, протеин bcl-2, блокируя 
развитие апоптоза, может играть ключевую роль в 
выживании кератиноцитов с фотоиндуцированными 
повреждениями митохондриальной ДНК [25, 34]. 

При оценке средних значений содержания белка-
индуктора апоптоза bax в клетках эпидермиса у паци-
енток 16—44 и 45—64 лет были выявлены статисти-
чески значимые различия содержания данного проте-
ина в группах ((25,9 ± 14,38) и (78,75 ± 11,25)% соот-
ветственно, p < 0,05) (см. табл. 1). По показателю 
выраженности иммунопозитивной реакции между 
группами также были выявлены статистически досто-
верные различия (p = 0,004) (табл. 4, рис. 1,б,д,е). До-
ля окрашенных клеток в препаратах кожи пациенток 
16—44 лет составила от 27,2 до 90%, а в препаратах 
кожи пациенток 45—64 лет — более 90%. 

Т а б л и ц а  4  
Встречаемость иммунопозитивной реакции в клетках эпидер-

миса  
при выявлении маркера апоптоза bax у пациенток разных воз-

растных групп, абс. (%) 

Возраст па-
циенток, лет 

Интенсивность bax 
p pпар – + ++ +++ 

16—44 5 (62,5) 1 (12,5) 0 2 (25,0) 
0,004 

p(–) = 0,039 
p(+) = – 

45—64 1 (12,5) 1 (12,5) 3 (37,5) 3 (37,5) p(++) = 0,055 
p(+++) = 0,59 

 
По данным литературы, индуцирующее действие 

протеина bax на механизмы апоптоза клеток опосре-
довано путем открытия мембранных каналов мито-
хондрий. В норме протеин bax находится в цитоплаз-
ме клеток: под действием апоптозного сигнала его 
молекулы мигрируют к мембранам митохондрий, где 
они образуют комплексы с интегральным белком 
наружной мембраны или белками bcl-2, bcl-x, откры-
вая мембранные каналы [12, 31]. Этот факт является 
критическим событием апоптоза, так как при этом про-
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исходит выход из митохондрий цитохрома С, иниции-
рующего каскад апоптотических реакций [27]. Их ко-
нечной стадией являются конденсация хроматина и 
его межнуклеосомная фрагментация, изменение мор-
фологии, а затем — фрагментация ядра. Далее проис-
ходит смещение органелл, возникновение апоптозных 
телец и разрушение клетки [1]. 

В целом проведенное исследование продемон-
стрировало, что ассоциирующиеся с хронологическим 
старением кожи изменения в системе регуляции 
апоптоза касаются увеличения уровня экспрессии 
протеинов p53 и bax клетками эпидермиса пациенток 
45—64 лет. Учитывая, что феномен апоптоза является 
результатом действия множества факторов (окисли-
тельный стресс, УФ-излучение, ионизирующая радиа-
ция, гипоксия, действие химических препаратов, ви-
русная инфекция и др.), становится понятным, что по 
мере старения пациентов происходит накопление по-
вреждающего действия факторов, вызывающих уси-
ление проапоптотического сигнала. 
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