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Исследованы апоптотические механизмы в миокарде левого и правого желудочков сердца при экспериментальной острой коро-
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Хроническая сердечная недостаточность (ХСН), яв-
ляющаяся одной из ведущих и до конца нерешённых 
проблем клинической медицины, по-прежнему оста-
ётся в центре внимания исследователей во всём ми-
ре. В связи с этим поиск ранее неизвестных патоге-
нетических механизмов, опосредующих развитие 
данной патологии, входит в число наиболее акту-
альных задач современного здравоохранения.  

В последние годы появились данные, соглас-
но которым важную роль в прогрессировании 
хронической сердечной недостаточности играют 
апоптотические механизмы в миокарде [13, 19]. 
Поскольку самыми частыми причинами ХСН яв-
ляются атеросклероз и ишемическая болезнь серд-
ца (ИБС), вызывают особый интерес исследова-
ния, в которых рассматривается роль апоптотиче-
ской гибели кардиомиоцитов (КМЦ) в морфо-
функциональных изменениях сердца при острой 
коронарной недостаточности. Заметим, что точки 
зрения различных авторов по этому вопросу за-
частую не совпадают. В некоторых публикациях 
высказываются сомнения по поводу увеличения 
интенсивности апоптоза КМЦ в ишемизированном 
миокарде [4, 20]. Однако преобладают работы, в 

которых доказано участие апоптотических меха-
низмов в патогенезе ИБС. Так, согласно данным 
M. Prech et al. (2010), инфаркт миокарда сопрово-
ждается активацией каспазы-3 в участках миокар-
да с нарушенной микроциркуляцией, уменьшени-
ем содержания антиапоптозного белка Bcl-2 и по-
явлением апоптозных телец [17]. Необходимо от-
метить, что активация апоптоза КМЦ наблюдается
в основном в пренекротической (пери-инфаркт-
ной) области левого желудочка, являющейся мак-
роскопически жизнеспособной [8, 21]. По данным
А.П. Хлапова с соавт., КМЦ обладают повышен-
ной восприимчивостью к апоптогенным стимулам
на начальных стадиях ишемического ремоделиро-
вания и ХСН, тогда как в стадии нарушения коро-
нарного кровообращения и развития кардиоскле-
роза роль апоптоза в развитии сердечной недоста-
точности не столь существенна. Между тем ре-
зультаты клинических исследований свидетельст-
вуют о том, что апоптотическая гибель КМЦ име-
ет решающее значение на ранних этапах дилата-
ции левого жедучка (ЛЖ) при ИБС [6].

Кроме того, в отдельных исследованиях было 
показано, что при ишемическом повреждении ЛЖ 
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наблюдается усиление апоптоза КМЦ правого же-
лудочка ПЖ [9]. 

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  − изучение 
роли конкретных молекулярных механизмов, обес-
печивающих реализацию танатогенеза КМЦ ПЖ и 
ЛЖ при острой коронарной недостаточности. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Эксперимент проводили на 20 кроликах-самцах по-
роды «Шиншилла» с массой тела 3…3,5 кг, распре-
делённых на четыре группы: одна контрольная и 
три опытных (каждая группа включала в себя 5 
кроликов). У животных опытных групп моделиро-
вали острую коронарную недостаточность путём 
хирургической операции, которая заключалась в 
перевязке нисходящей ветви левой коронарной ар-
терии на границе её нижней и средней трети.  Далее 
у всех животных вскрывали грудную клетку и за-
бирали сердца: в первой группе – через 1 сут после 
моделирования очаговой ишемии, во второй группе 
– через 3 сут и в третьей группе – через 5 сут.

Все описанные манипуляции на животных 
выполнялись под общим обезболиванием. Содер-
жание животных и работа с ними проводились в 
соответствии с приказом Минздрава СССР № 755 
от 12.08.1977 г. и Европейский Конвенцией о за-
щите позвоночных животных, используемых для 
экспериментов или в иных научных целях (Страс-
бург, 18 марта 1986 г.) 

Методика иммуногистохимического иссле-
дования апоптотических механизмов в миокар-
де. У трёх животных из пяти в каждой группе из 
стенки ЛЖ и ПЖ вырезали образцы миокарда и 
фиксировали в течение 72 ч в 4%-ном нейтраль-
ном параформальдегиде. Образцы миокарда ЛЖ 
выделяли из участков макроскопически неповре-
ждённой ткани на границе с некрозом. Далее ма-
териал обрабатывали и заливали в парафин по об-
щепринятой методике. Гистологические срезы 
толщиной 5 мкм подготавливали с помощью  мик-
ротома «Slidt-2003» (Германия) и помещали на 
стёкла, покрытые поли-L-лизином. Затем выпол-
няли депарафинизацию ксилолом и проводку по 
спиртам с нисходящей концентрацией. Апоптоти-
ческиие процессы в миокарде исследовали по-
средством иммуногистохимической реакции 
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick-end labeling), используя стан-
дартный набор реактивов Apo-BrdU-IHC In Situ 
DNA Fragmentation Assay Kit («BioVision», США). 
Докрашивание препаратов осуществлялось с ис-

пользованием гематоксилина. Реакция TUNEL 
расценивалась как положительная в случае появ-
ления коричневой окраски в ядрах КМЦ. Количе-
ственный анализ проводили с использованием ин-
декса апоптоза (ИА) в 30 полях зрения в каждом 
препарате по следующей формуле:  

TUNEL( )ИА
TUNEL( ) TUNEL( )

+
=

+ + −
, 

где TUNEL(+) – количество TUNEL-положитель-
ных ядер КМЦ; TUNEL(+)+TUNEL(-) – общее ко-
личество ядер КМЦ. 

Методика биохимического исследования 
апоптотических механизмов в миокарде. У всех 
исследованных животных из стенки ЛЖ и ПЖ вы-
резали образцы миокарда массой 200…250 мг. 
При этом ткань ЛЖ выделяли из участков жизне-
способной сердечной мышцы, граничащей с зоной 
некроза. Ткань миокарда отдельно левого и право-
го желудочков измельчали в гомогенизаторе 
«WiseTis» серии HG-15 с ротором 8 мм при скоро-
сти 4500 об/мин. Для этого использовали среду 
выделения (20 мM HEPES, pH 7,5, 10 мM KCl, 1,5 
мM MgCl2, 1 мM ДТТ), к которой добавляли кок-
тейль ингибиторов протеаз (104 мM AEBSF, 
0,08 мМ апротинин, 1.5 мМ пепстатин А, 2 мМ 
лейпептин, 4 мМ бестатин, 1,4 мМ Е-64) в соот-
ношении 100:1 (все реактивы были произведены 
фирмой «Sigma», CША). Гомогенаты центрифуги-
ровали на микроцентрифуге Heraeus fresco 17 
(«Thermo Electron LED GMBH», Германия; здесь и 
далее – оборудование Центра коллективного поль-
зования (НОЦ) РУДН) при 15000 g в течение 30 
мин при 4° и полученные супернатанты использо-
вали для оценки активности каспазы 3.  

Активность каспазы-3 определяли колоримет-
рическим методом по скорости расщепления синте-
тического субстрата Ac-DEVD-pNA (N-ацетил-
Асп-Глу-Вал-Асп-нитроанилин, «Sigma»; США). 
Супернатант инкубировали в 96-луночных микро-
планшетах в течение 95 мин при 37 °С в реакцион-
ном буфере (20 мМ HEPES, pH 7,4, 2 мМ ЭДТА, 
5 мМ дитиотреитол, 0,1% CHAPS) в двух парал-
лельных пробах, одна из которых содержала 20 нМ 
Ac-DEVD-pNA, а другая − 20 нМ Ac-DEVD-pNA и 
2 нМ специфического ингибитора каспазы 3 Ac-
DEVD-CHO. Оптическую плотность регистрирова-
ли каждые 10 мин на ИФА-ридере Sunrise (Tecan) 
при длине волны 405 нм. Активность каспазы-3 
рассчитывали по разнице скоростей расщепления 
субстрата в пробах без ингибитора и в присутствии 
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ингибитора с учетом калибровочной кривой опти-
ческой плотности стандарта pNA. 

Все числовые данные подвергались статисти-
ческой обработке с использованием программ 
«Microsoft Excel 7.0» («Microsoft») и «Biostat» 
(«McGraw-Hill», Inc., 1993). Вычислялись среднее 
значение и ошибка среднего. Для оценки досто-
верности отличий средних применяли t критерий 
Стьюдента (за достоверную принималась разность 
средних при p ≤ 0,05). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Иммуногистохимическая оценка апоптотиче-
ских механизмов в миокарде желудочков серд-
ца. Результаты реакции TUNEL в миокарде ЛЖ. 
В контроле в миокарде ЛЖ индекс апоптоза равен 
0,14. К первым суткам исследования данный пока-
затель не имеет статистически значимого отличия 
от контрольной группы. На третьи сутки количе-
ство TUNEL-положительных ядер КМЦ становит-
ся значительно выше. Также достоверно увеличи-
вается индекс апоптоза. На пятые сутки экспери-
мента индекс апоптоза возвращается к контроль-
ному значению (табл. 1).  

Следовательно, исходя из данных иммуноги-
стохимического анализа, в периинфарктной облас-
ти ЛЖ активность апоптотических процессов уве-
личивается только на 3-и сутки. Необходимо заме-

тить, что, по нашим собственным данным, при 
острой гемодинамической перегрузке  интенсив-
ность апоптотических процессов в ЛЖ достигает 
более высокой степени [1].  

Результаты реакции TUNEL в миокарде ПЖ. 
В контрольной группе количество положительно 
окрашенных при реакции TUNEL ядер КМЦ соот-
ветствует ЛЖ. Индекс апоптоза составляет (как и 
в ЛЖ) 0,14. При этом к 1-м суткам эксперимента 
наблюдается увеличение числа TUNEL-позитив-
ных ядер. Происходит достоверное повышение 
индекса апоптоза. На третьи сутки активность 
апоптотических процессов статистически значимо 
не отличается от предыдущего срока. На пятые су-
тки эксперимента индекс апоптоза несколько сни-
жается, но остается достоверно выше, чем в кон-
трольной группе (табл. 1).  

Таким образом, при острой коронарной недос-
таточности, развивающейся в результате окклюзии 
нисходящей ветви левой коронарной артерии, апоп-
тотические процессы в ПЖ инициируются раньше, 
чем в ЛЖ и отличаются более высокой активностью.  

Биохимическое исследование апоптотиче-
ских механизмов в миокарде желудочков серд-
ца. Активность каспазы-3 достоверно повышается 
в ЛЖ на первые сутки исследования, продолжает 
нарастать к третьим суткам, но на пятые сутки 
уменьшается и уже не имеет статистически значи-
мого отличия от контроля (рис. 1).  

Таблица 1. Индекс апоптоза в миокарде ЛЖ и ПЖ при очаговой ишемии ЛЖ (M ± m) 

Отдел сердца Контроль 1 сутки 3 суток 5 суток 

ЛЖ 0,14 ± 0,01 0,15 ± 0,01 0,18 ± 0,01* 0,14 ± 0,01 

ПЖ 0,14 ± 0,01 0,22 ± 0,01* 0,23 ± 0,01* 0,17 ± 0,01* 

П р и м е ч а н и е : * − показатели, достоверно отличающиеся от контроля при p ≤ 0,05 

Рис. 1. Активность каспазы-3 в миокарде ЛЖ при его острой 
коронарной недостаточности; * − p ≤ 0,05 по сравнению с 
контрольной группой 

Рис. 2. Активность каспазы-3 в миокарде ПЖ при очаговой 
ишемии ЛЖ; * − p ≤ 0,05 по сравнению с контрольной группой 
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В ПЖ при ишемическом повреждении миокар-
да ЛЖ наблюдается достоверное увеличение актив-
ности каспазы3 на всех сроках исследования (рис. 2).  

Анализируя данные, полученные при имму-
ногистохимическом и биохимическом исследова-
нии апоптотических механизмов в миокарде ЛЖ, 
можно сделать вывод о том, что фрагментация 
ДНК в ядрах КМЦ связана с активацией каспазно-
го каскада. Действительно, изменения активности 
каспазы-3 согласуются по срокам с результатами 
оценки апопотоза в миокарде методом TUNEL. 
Так, в ЛЖ активность каспазы-3 достигает своего 
пика на третьи сутки процесса и на этом же сроке 
определяется достоверное повышение ИА. В ПЖ 
активность каспазы-3 статистически значимо уве-
личена по сравнению с контролем на всех трёх 
сроках исследования с максимумом на третьи сут-
ках эксперимента, что сопровождается аналогич-
ной динамикой изменения величины ИА.    

Можно предположить, что основной причи-
ной усиления апоптоза КМЦ в данном случае яв-
ляется энергодефицит в клетках граничащей с 
некрозом области миокарда. Согласно данным ря-
да авторов, индекс апоптоза КМЦ, определяемый 
с помощью методики TUNEL, достоверно снижа-
ется при введении экзогенных макроэргов живот-
ным, у которых моделировали острую ишемию 
ЛЖ [7, 16]. Также известно, что при дефиците в 
клетках АТФ происходит увеличение содержания 
белков Bax и Bak, способствующих высвобожде-
нию цитохрома С из митохондрий и, как следст-
вие, активации каспазы-3 [11, 18].  

При этом не исключено, что дефицит энер-
гии, обусловленный острой коронарной недоста-
точностью, способствует также реализации апоп-
тотической программы посредством других, не 
исследованных в данной работе, сигнальных пу-
тей. В частности, есть данные, согласно которым 
при ишемии деградация ДНК может происходить 
за счёт каспазонезависимых механизмов [15].  

Что касается ПЖ, то усиление каспазоопрос-
редованных апоптотических процессов может 
быть обусловлено увеличением гемодинамической 
нагрузки, падающей на него при ослаблении со-
кратительной способности ЛЖ по причине ише-
мического повреждения. Роль перегрузки сердца в 
усилении апоптоза КМЦ была продемонстрирова-
на в ряде предшествующих работ [5, 10, 12].  

Также следует предположить, что при очаговой 
ишемии ЛЖ происходит мобилизация резервных 
возможностей ПЖ, что, вероятно, имеет решающее 

значение для функционирования сердца в целом в 
экстремальных для него условиях. В известной сте-
пени это согласуются с концепцией о ведущей регу-
ляторной роли ПЖ в работе сердца [2].  

Наконец, необходимо обратить внимание на 
довольно высокие значения ИА, полученные в на-
шем исследовании как в контрольной, так и в 
опытных группах. Судя по результатам других ав-
торов, проводивших аналогичные исследования на 
животных [7, 16], это выглядит вполне закономер-
но. Однако представляется сомнительным, чтобы в 
данном случае все КМЦ, в которых были обнару-
жены признаки фрагментации ДНК, подвергались 
бы неизбежной гибели. Возможно, клетки входят в 
состояние парабиоза, а затем часть их гибнет, а 
часть выживает. О существовании явления неза-
вершённого и обратимого апоптоза неоднократно 
высказывались предположения как в российских, 
так и в зарубежных публикациях  [3, 14]. 

ВЫВОДЫ 

1. При острой коронарной недостаточности в жиз-
неспособной области миокарда ЛЖ происходит
интенсификация апоптотических механизмов,
опосредованная активацией каспазного каскада.

2. Острая очаговая ишемия ЛЖ сопровождает-
ся усилением каспазозависимых механизмов про-
граммированной клеточной гибели в миокарде ПЖ. 
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According to the results of the investigations presented in numerous papers, chronic heart failure is accompanied by activation of apoptotic mechanisms 
in the myocardium. With due account for the leading role of atherosclerosis and coronary heart disease in the development of this pathology the works 
studying cardiomyocyte apoptotic death in acute coronary insufficiency are of great interest. Often different authors do not have the same opinion on 
this point. In some papers activation of cardiomyocyte apoptosis in the stunned myocardium is put in doubt. However most of the authors consider 
apoptotic mechanisms to be enhanced in case of ischemic damage to the heart. Some investigations also revealed augmentation of cardiomyocyte 
apoptosis in the right ventricle (RV) due to focal ischemia of the left ventricle (LV).    
In the present work acute coronary insufficiency was modeled in rabbits by ligation of the descending branch of the left coronary artery at the boundary 
between its middle and lower thirds. 1, 3 and 5 days after surgery apoptotic mechanisms in the left and right ventricular myocardium were studied by 
TUNEL assay and assessment of caspase 3 activity. It was found that apoptotic index significantly increased in the LV on day 3, caspase 3 activity in-
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creased on day 1, reached its maximal value on day 3 and by day 5 returned to the control level.  In the RV apoptotic index and caspase 3 activity 
were significantly higher compared with controls at all the investigated terms. Thus acute coronary insufficiency is accompanied by activation of apop-
totic mechanism mediated by caspase cascade in the viable area of the LV.  Acute focal ischemia of the LV is also followed by enhancement of caspase-
dependent mechanisms of programmed cell death in the RV. 
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	где TUNEL(+) – количество TUNEL-положительных ядер КМЦ; TUNEL(+)+TUNEL(-) – общее количество ядер КМЦ.
	Следовательно, исходя из данных иммуногистохимического анализа, в периинфарктной области ЛЖ активность апоптотических процессов увеличивается только на 3-и сутки. Необходимо заметить, что, по нашим собственным данным, при острой гемодинамической пере...



