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Гендерные особенности содержания ЛаМинов 
в ФибробЛастах кожи чеЛовека 
При хроноЛоГическоМ старении

Наталья Николаевна Голубцова, алексей владимирович боГдаНов, 
андрей Германович ГуНиН

Чувашский государственный университет им. И.Н. Ульянова 
428015, г. Чебоксары, Московский просп., 45

Цель исследования – изучить гендерные особенности содержания иммунопозитивных по ламинам А, В1 и В2 
фибробластов в образцах кожи человека при хронологическом старении. Материал и методы. Изучен 331 об-
разец кожи плодов обоего пола от 20 до 40 недель беременности и лиц мужского и женского пола от рождения 
до 85 лет. Иммуногистохимическим методом исследовано содержание положительно окрашенных дермальных 
фибробластов и экспрессия ламинов А, В1 и В2 в их ядрах. Результаты и их обсуждение. Установлено, что 
постепенное (начиная от пренатального периода и до глубокой старости) снижение содержания у мужчин и 
женщин фибробластов, позитивных по ламину А, и его экспрессии зависит от возраста, но не имеет различий, 
связанных с полом. Содержание позитивных по ламину В1 фибробластов, также как экспрессия ламина В1, 
достоверно уменьшается сразу после рождения и продолжает оставаться сниженным до 40 лет, а затем повы-
шается. Указанные изменения не имеют достоверных отличий по гендерному признаку. Изменение количества 
положительно окрашенных на ламин В2 фибробластов и экспрессии ламина В2 не имеет статистически досто-
верной связи с возрастом и полом. Таким образом, гендерных различий в динамических возрастных изменениях 
содержания и экспрессии белков-ламинов в фибробластах кожи при хронологическом старении не установлено.
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The purpose of the study was to investigate gender peculiarities of the content of fibroblasts immunopositive to lamins A, 
B1 and B2 in skin samples in a process of chronological aging. Material and methods. 331 skin samples at the period 
from 20 to 40 weeks of gestation and people from birth to 85 years were examined. The content of positively stained dermal 
fibroblasts and the expression level of lamins A, B1 and B2 in their nucleus was explored by immunohistochemistry. 
Results and discussion. The gradual decrease of fibroblasts with positive staining for lamin A and the expression level 
of lamin A after antenatal period and up to old age depends on the age, but does not have differences, which are related 
to gender. The lamin B1 positively fibroblasts content is declining reliably from birth to 40 years and then it is increasing 
as well as the expression level of lamina B1. The indicated changes don’t have reliable variances in gender. The change 
in the number of lamina B2-positively colored fibroblasts and the expression level of lamina B2 has no statistically valid 
correlation with gender and age. Thus, there are no gender differences in dynamical age related changes of the content 
and the expression level of protein-lamina in skin fibroblasts in a process of chronological aging.
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В эукариотических клетках ядерный геном 
ограничен и защищен ядерной оболочкой, кото-
рая представляет собой двухмембранную систе-
му, разделенную перинуклеарным пространством 
и пронизанную ядерными порами. К внутренней 
ядерной мембране прилежит сеть из промежу-
точных филаментов (ядерная ламина) [5], в со-
став которой входят белки трех типов – ламины 
А, В и С. Исследования последних лет показали, 
что ламины типа А и В играют важную роль в 
регуляции репликации ДНК, экспрессии генов 
и трехмерной организации генома. Ламины B1 
и B2 входят в состав периферической ядерной 
пластинки, где они взаимодействуют с так назы-
ваемыми ламина-ассоциированными доменами 
хроматина (LAds) [15]. Ламины A и C (или ламин 
A/C) локализуются как на периферии ядра, так и 
внутри него, и также способны взаимодейство-
вать с хроматином [3]. 

К настоящему времени установлены взаимо-
связи между ламинами и процессами, приводя-
щими к возрастным изменениям организма, в том 
числе обсуждается их возможное участие в меха-
низмах регуляции пролиферативного потенциала 
фибробластов, который снижается с возрастом 
[11]. Значительная разница между эмбриональ-
ной и взрослой кожей существует и в отношении 
содержания компонентов внеклеточного матрик-
са [1]. Например, экспрессия инволюкрина, дер-
мального Ki-67, фибронектина и хондроитин-
сульфата выше в коже плода, чем у взрослых. 
В пренатальный период в дерме отсутствует 
эластин [6]. С возрастом количество белков вне-
клеточного матрикса уменьшается под действием 
металлопротеиназ [7]. Синтетическая функция 
фибробластов в процессе старения меняется в за-
висимости от пола. Так, уменьшение продукции 
гиалуроновой кислоты и гепаринсульфата харак-
терно и для мужчин, и для женщин, а снижение 
синтеза хондроитинсульфата – только для жен-
ского организма [14]. Вместе с тем взаимосвязь 
между содержанием белков ядерной ламины в 
фибробластах дермы и ее морфофункциональ-
ной перестройкой в связи с возрастом и половым 
диморфизмом остается неизученной. Цель дан-
ного исследования заключалась в определении 
количества ламин-позитивных фибробластов и 

экспрессии ламинов А, В1 и В2 в фибробластах 
дермы человека при хронологическом старении у 
мужчин и женщин.

МатериаЛ и Методы

В исследовании использовали аутопсийный 
материал кожи из нижней части передней поверх-
ности шеи плодов человека и людей, умерших от 
различных причин внутриутробно (начиная с 20 
недели беременности) или после рождения (в воз-
расте до 85 лет). В области забора кусочков кожи 
для исследования не было повреждений и пато-
логических изменений. Исследование одобрено 
Этическим комитетом медицинского факультета 
Чувашского государственного университета име-
ни И.Н. Ульянова (протокол № 3/4 от 31.01.14). 
Кусочки кожи фиксировали в 4%-м параформаль-
дегиде и заливали в парафин, затем изготавлива-
ли срезы толщиной 5–7 мкм. 

Ламины А, В1 и В2 выявляли иммуногисто-
химическим методом. Все препараты проводи-
ли по этапам иммуногистохимической реакции 
одномоментно. Для обнаружения ламина А, В1 и 
В2 в качестве первых антител использовали по-
ликлональные кроличьи антитела соответствен-
но против ламина А («Gene Tex inc.», США) в 
разведении 1 : 20, против ламина B1 (титр 1 : 400, 
NBP1–42594, «Novus Biologicals inc.», США) в 
разведении 1 : 400 и против ламина B2 (NBP2–
19325, «Novus Biologicals inc.», США) в разведе-
нии 1 : 400. Для разведения использовали 0,05 М 
трис-буфер с рН 7,4 с добавлением 0,15 М натрия 
хлорида [9]. В качестве вторых антител применя-
ли визуализирующую систему «EnVision», конъ-
югированную с пероксидазой (K 4002, «dako 
Cytomation», Дания). Пероксидазу выявляли с 
использованием 3,3-диаминобензидина. Продукт 
реакции окрашивался в коричневый цвет. В каче-
стве контроля специфичности окрашивания при-
меняли такую же процедуру обработки срезов, 
где вместо первых антител использовали нор-
мальную кроличью сыворотку в конечной кон-
центрации 1 %.

В срезах определяли интенсивность окраши-
вания фибробластов дермы на ламины А, В1 и В2. 
Для этого препараты фотографировали при уве-
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личении 400 с помощью микроскопа «olympus 
CX-21» и цифровой камеры «olympus Camedia 
4040z» («olympus Corporation», Япония). В каж-
дом случае было сфотографировано как минимум 
3–5 случайно выбранных полей зрения. Далее 
фотографии анализировали в программе «Sigma 
Scan Pro demo 5.0» («Systat Software inc.», США). 
Интенсивность окраски на ламины определяли 
с использованием круглого программного зонда 
диаметром 19 пикселей по формуле d = lg(F0/F), 
где F и F0 – оптическая плотность положительно 
окрашенных структур и фона препарата соответ-
ственно. Для определения числа фибробластов с 
положительной окраской препараты кожи фото-
графировали при увеличении 400 (не менее трех 
случайно выбранных полей зрения), с помощью 
программы «Sigma Scan pro demo 5.0» определя-
ли площадь анализируемого участка препарата, 
подсчитывали в нем окрашенные на ламины А, 
В1 и В2 ядра фибробластов и общее число фибро-
бластов. В результате вычисляли долю фибробла-
стов с положительной окраской на ламины А, В1 
и В2 и общее число фибробластов на 1 мм2 ткани. 

Результаты группировали по возрастному 
принципу: группа 1 – 20–40 недель беременно-
сти, группа 2 – 0–20 лет, группа 3 – 21–40 лет, 
группа 4 – 41– 60 лет, группа 5 – 61–85 лет. Для 
исследования ламина А, B1 и B2 использовали 
соответственно 112 фрагментов кожи (от 64 муж-
чин и 48 женщин), 106 (от 62 мужчин и 44 жен-
щин) и 113 (от 57 мужчин и 56 женщин). По 
каждой группе данных рассчитывали средние 
арифметические величины (М) и их стандартные 
ошибки (m). Достоверность влияния возраста и 
пола на исследуемые параметры кожи оценивали 
с помощью дисперсионного анализа.

реЗУЛЬтаты

Фибробласты с положительной окраской на 
ламины А, В1 и В2 выявлены в препаратах кожи 
плодов и людей мужского и женского пола всех 
изученных возрастных групп (рис. 1, а; 2, а; 3, а). 
Количество иммунопозитивных клеток и интен-
сивность окрашивания фибробластов на ламины 
А, В1 и В2 изменялись в зависимости от возраста 
(рис. 1, б, в; 2, б, в; 3, б, в). Так, в образцах кожи 
плодов мужского пола на сроке 20–40 недель бе-
ременности содержание иммунопозитивных по 
ламину А фибробластов составляло 86,3 ± 3,5 %, 
что на 8 % меньше, чем в образцах кожи женско-
го пола (см. рис. 1, б). В следующей возрастной 
группе, включающей фрагменты кожи людей от 
рождения до 20 лет, у мужчин мы наблюдали не-
значительное повышение содержания фибробла-
стов, позитивных по ламину А, а у женщин их 

количество уменьшалось по сравнению с антена-
тальным периодом на 7 % (см. рис. 1, б). У муж-
чин 21–40 лет количество содержащих ламин А 
фибробластов уменьшилось по отношению к пре-
дыдущему возрасту на 6 %, а у женщин, напротив, 
незначительно повысилось. У мужчин 41–60 лет 
этот параметр не изменился, однако в образцах 
кожи, полученных у женщин, содержание пози-
тивных по ламину А фибробластов уменьшилось 
на 10 %. В период от 61 до 85 лет содержание 
ламин А-позитивных фибробластов у мужчин 
уменьшилось на 14 %, а у женщин не изменилось 
(рис. 1, б). Дисперсионный анализ определил до-
стоверное (p < 0,001) влияние возраста, но не вы-
явил статистически значимого влияния пола на 
количество фибробластов, положительно окра-
шенных на ламин А. Таким образом, несмотря на 
противоположный характер изменений у мужчин 
и женщин в каждый из исследованных возрастов, 
содержание позитивных по ламину А фибробла-
стов в коже лиц обоих полов к 85 годам уменьша-
ется по сравнению с плодным периодом одинако-
во: на 16 % у мужчин и на 15 % у женщин.

Содержание иммунопозитивных по ламину 
В1 фибробластов в группе 1 в образцах кожи лиц 
мужского и женского пола составляло 57,1 ± 2,8 и 
67,5 ± 3,2 % соответственно (см. рис. 2, б). В сле-
дующий период, с рождения и до 40 лет, мы на-
блюдали уменьшение содержания позитивных по 
ламину В1 фибробластов на 33 % как у мужчин, 
так и женщин. После 41 года оно стало больше в 
образцах кожи лиц обоих полов: у мужчин уве-
личилось на 29 % по сравнению с группой 3, а у 
женщин – на 27 %. В группе 5 содержание поло-
жительно окрашенных на ламин В1 фибробластов 
продолжало возрастать: на 7 % у мужчин и на 3 % 
у женщин по сравнению с группой 4 (см. рис. 2, б). 
Дисперсионный анализ установил достоверное 
(p < 0,001) влияние возраста, но не пола на коли-
чество позитивных по ламину В1 фибробластов 
в дерме человека. Итак, содержание ламин В1-
положительных фибробластов в дерме человека 
достоверно уменьшается начиная от рождения и 
до 40 лет, а затем повышается. Данная закономер-
ность не имеет гендерных различий. 

Количество иммунопозитивных к ламину В2 
фибробластов в 20–40 недель беременности в об-
разцах кожи лиц мужского и женского пола со-
ставляло 78,5 ± 3,5 и 82,8 ± 3,1 % соответственно 
(см. рис. 3, б). Сразу после рождения (0–20 лет) 
оно снизилось на 5 % у мужчин и на 7 % у жен-
щин. В 3-й и 4-й возрастных группах в образцах 
кожи как мужчин, так и женщин количество ла-
мин В2-позитивных фибробластов не измени-
лось по сравнению с группой 2. Только в возрасте 
61–85 лет содержание таких клеток у лиц обоего 
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пола уменьшилось на 7 % по отношению к пре-
дыдущему возрастному периоду (см. рис. 3, б). 
Дисперсионный анализ не выявил наличие до-
стоверного влияния (р < 0,001) возраста и пола на 
изменение содержания позитивных по ламину В2 
фибробластов.

Измерение интенсивности окрашивания ядер 
ламин-содержащих фибробластов показало сле-
дующее. В дерме плодов на сроке 20–40 недель 
беременности интенсивность окрашивания фи-
бробластов на ламин А была достаточно вы-
сокой (см. рис. 1, а): у плодов мужского и жен-
ского пола показатель d составил 0,061 ± 0,005 
и 0,054 ± 0,006 соответственно (см. рис. 1, в). 
В группе 2, объединяющей образцы кожи людей 
от рождения до 20 лет, степень окрашивания фи-
бробластов дермы на ламин А уменьшилась на 
20 % у мужчин и на 9 % у женщин, в дальнейшем 
величина показателя не изменялась (см. рис. 1, в).

В 20–40 недель беременности интенсив-
ность окрашивания фибробластов на ламин В1 

была равна 0,059 ± 0,005 и 0,066 ± 0,005 у плодов 
мужского и женского пола соответственно (см. 
рис. 2, в), во 2-й и 3-й группах произошло умень-
шение величины показателя на 25–28 % у муж-
чин и на 22–34 % у женщин. Начиная с 41 года до 
85 лет интенсивность окрашивания ядер на ламин 
В1 у мужчин и женщин увеличилась по сравне-
нию с группой 1 на 42 и 37 % соответственно (см. 
рис. 2, в). Дисперсионный анализ выявил нали-
чие достоверного влияния (р < 0,001) возраста на 
изменение интенсивности окраски фибробластов 
дермы человека на ламин А и В1, но не установил 
статистически значимого влияния пола.

Интенсивность окрашивания ядер фибробла-
стов на ламин В2 во всех возрастных группах у 
женщин была выше, чем у мужчин, в среднем на 
5 %, при этом практически не изменяясь с возрас-
том. По результатам дисперсионного анализа не 
установлено достоверное влияние (р < 0,001) воз-
раста и пола на изменение интенсивности окра-
ски фибробластов дермы человека на ламин В2.

Рис. 1.  Результаты иммуногистохимического исследования кожи человека на ламин А: а – иммунопозитив-
ные и иммунонегативные на ламин А фибробласты в дерме, увеличение 1000; б – динамика количества 
фибробластов с положительной окраской на ламин А в коже мужчин и женщин разного возраста; 
в – изменение экспрессии ламина А в ядрах фибробластов у мужчин и женщин разного возраста

Fig. 1.  The results of immunohistochemical studies of human skin on lamin A: a – immunopositive and immunonegative 
for lamin A fibroblasts in the dermis, magnification 1000; b – dynamics of the number of lamin A-positive 
fibroblasts in the skin of men and women of different ages; c – changes in the expression of lamin A in fibroblast 
nuclei in men and women of different ages
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обсУждение

Результаты нашего исследования демонстри-
руют, что вариативность изученных параметров 
(содержание ламинов в ядрах фибробластов и 
количество ламин-позитивных фибробластов) у 
мужчин и женщин статистически значимо не раз-
личается. Изменение во взаимодействии ламинов 
и генома будет влиять на организацию генома 
на периферии ядра и внутри ядра независимо от 
пола [5, 8].

Вместе с тем мы установили, что содержание 
ламин-позитивных фибробластов и экспрессия 
ламинов А, В1 и В2 зависят от возраста. В антена-
тальный период преобладают клетки, позитивные 
по ламину А, доля которых достигает 90 %, их 
содержание одинаково у плодов мужского и жен-
ского пола. Известно, что ламин А синтезируется 
в виде преламина А, имеющего фарнезилирован-
ный участок на С-конце [8], который, вероятно, 

не определяется при данном способе детекции. 
В постнатальный период содержание положи-
тельно окрашенных по ламину А фибробластов 
снижается к 85 годам только на 14 %, что позво-
ляет заключить, что и после рождения ламин А 
выполняет важную роль в реализации структуры 
и функции ядра [3]. Известно, что при мутации 
гена ламина А развивается преждевременное не-
обратимое старение (прогерия) с выраженными 
изменениями кожи, которая приобретает призна-
ки раннего старения в виде множественных мор-
щин, сухости, уменьшения толщины [10, 13].

Ламины группы В (В1 и В2) кодируются от-
дельными генами [2, 12] и, по имеющимся дан-
ным, экспрессируются в большинстве клеток 
эмбрионов и взрослых животных [12]. Это дает 
основание считать, что они необходимы для вы-
живания клеток. Согласно нашим данным, ла-
мины В1 и В2 находятся в большинстве фибро-
бластов плодов мужского и женского пола. После 

Рис. 2.  Результаты иммуногистохимического исследования кожи человека на ламин В1: а – иммунопозитивные 
и иммунонегативные на ламин В1 фибробласты в дерме, увеличение 1000; б – динамика количества 
фибробластов с положительной окраской на ламин В1 в коже мужчин и женщин разного возраста; 
в – изменение экспрессии ламина В1 в ядрах фибробластов у мужчин и женщин разного возраста

Fig. 2.  The results of an immunohistochemical study of human skin on lamin B1: a – lamin B1-immunopositive and 
immunonegative fibroblasts in the dermis, magnification 1000; b – the dynamics of the number of lamin 
B1-positive fibroblasts in the skin of men and women of different ages; c – changes in the expression of lamin B1 
in the nuclei of fibroblasts in men and women of different ages
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рождения динамика их содержания существенно 
различается. Так, количество позитивно окра-
шенных на ламин В1 фибробластов и экспрессия 
ламина В1 уменьшаются сразу после рождения и 
сохраняются на сниженном уровне до 40 лет не-
зависимо от пола. По всей видимости, падение 
содержания ламина В1 в фибробластах в данный 
возрастной период является одним из факторов, 
приводящих к характерному для этого возраста 
уменьшению числа клеток в дерме [9]. В отличие 
от ламина В1, содержание ламина В2 в фибро-
бластах кожи достоверно не изменяется от 20 не-
дель беременности до 85 лет как у мужчин, так и 
у женщин. Существует мнение, что к старению 
клетки приводит сочетанное уменьшение экс-
прессии ламинов В1 и А [13].

Таким образом, получены свидетельства уча-
стия ламинов в развитии возрастных изменений в 
организме независимо от пола.

выводы

1. Содержание позитивных по ламину А фи-
бробластов в образцах кожи человека и экспрес-
сия ламина А в ядрах фибробластов не имеют 

гендерных отличий и планомерно уменьшаются 
начиная с антенатального периода и до 85 лет как 
у мужчин, так и у женщин.

2. Количество позитивных по ламину В1 фи-
бробластов и экспрессия ламина В1 в ядрах фи-
бробластов не имеют различий, связанных с по-
ловой принадлежностью. В образцах кожи лиц 
обоих полов эти параметры достоверно умень-
шаются сразу после рождения, оставаясь низки-
ми вплоть до 40 лет, с 41 до 85 лет их величины 
возрастают.

3. Содержание позитивно окрашенных по ла-
мину В2 фибробластов и экспрессия ламина В2 в 
их ядрах не имеет достоверных различий, связан-
ных с возрастом и половым диморфизмом.
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