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ОБЩАЯ ПАТОЛОГИЯ И ПАТОЛОГИЧЕСКАЯ ФИЗИОЛОГИЯ

В поддержании внутриклеточного протеоста-
за — одного из наиболее важных процессов в 
клеточном метаболизме — ключевую роль игра-
ют молекулярные шапероны. Их функция за-
ключается в предупреждении денатурации бел-
ков с возможностью их последующего рефол-
динга [9]. Значительную часть молекулярных 
шаперонов составляют малые белки теплового 
шока (Heat Shok Proteins, HSP). Характер их 
распределения в тканях варьируется от широ-
ко распространённого до тканеспецифичного. 
Различные члены семейства малых HSP могут 
подвергаться фосфорилированию, в результа-
те чего меняется их активность и олигомерное 
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состояние [5]. Установлено также, что члены 
семейства малых HSP ингибируют активность 
протеаз, в частности кальпаина, который ак-
тивируется при фибрилляции предсердий. За 
счёт указанного механизма происходит стаби-
лизация белкового состава кардиомиоцитов, 
что позволяет поддерживать электрофизиоло-
гические свойства и сократительную функцию 
предсердий [6].

В условиях клеточного стресса резко акти-
вируется процесс денатурации белков, при этом 
крупномолекулярные HSP, такие как HSP60, 
HSP70 и HSP90, связывают развёрнутые или 
неправильно свёрнутые белки и способствуют 
их рефолдингу, используя энергию гидролиза 
АТФ. Группа малых HSP является АТФ-неза-
висимыми белками, что в условиях дефицита 
энергии, обусловленного стрессом,  позволяет 
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им быстро предотвратить агрегацию белка с 
меньшими энергетическими затратами [1].

В развитии сердечной недостаточности важ-
ную роль играет нарушение функции так на-
зываемой системы контроля качества белка 
(Protein Quality Control, PQC),  представляющей 
собой совокупность путей, реализуемых моле-
кулярными шаперонами и ко-шаперонами, и 
предназначенных для восстановления или кли-
ренса дефектных белков в кардиомиоцитах. 
Формирование дефектных путей PQC и накоп-
ление токсичных белков являются механизмами 
патогенеза альтерации миокарда при идиопати-
ческой кардиомиопатии, а также ИБС [13]. При 
этом клетки реагируют на потерю протеостати-
ческого контроля индукцией реакций теплового 
шока. Считается, что малые HSP представляют 
собой первую линию защиты кардиомиоцитов в 
условиях нарушения протеостаза, обеспечивая 
стабилизацию белков саркомера [8].

К наиболее распространённым малым HSP, 
экспрессируемым в ряде тканей организма, 
включая миокард, относится HSP27 (HSPB1). 
Потенциальная роль HSPB1 в развитии сер-
дечно-сосудистых заболеваний была проде-
монстрирована в ходе исследований сосуди-
стой стенки. В частности, повышение экспрес-
сии HSPB1 в стенке аорты у пациентов с ИБС 
замедляло прогрессирование атеросклероза 
посредством ингибирования продукции сво-
бодных радикалов кислорода и подавления 
ми тохондриального пути инициации апопто-
за [15]. 

HSP10 является кофактором, участвующим 
в HSP60-опосредованном свёртывании и сор-
тировке белка. В исследовании по выявлению 
генов, регулирующих транскрипционный фак-
тор активирующий белок-1 (AP-1), характери-
зующийся как медиатор NO-индуцированного 
апоптоза в кардиомиоцитах, были индентифи-
цированы три антиапоптотических гена, в том 
числе ген, активирующих продукцию HSP10. 
Было установлено, что HSP10 проявляет антиа-
поптотические свойства при NO-индуцирован-
ном апоптозе кардиомиоцитов и может служить 
патогенетической мишенью для отрица тельной 
регуляции данного процесса [11]. Вместе с тем 
в исследовании [3] представлены данные, со-
гласно которым в ткани миокарда крыс, подвер-
гнутых нагреванию до 42ºС, уровень экспрес-
сии и локализация HSP60 и его ко-шаперона 
HSP10 изменяются по-разному. Это  позволяет 
предположить, что в условиях теплового стрес-
са данные белки не образуют комплекс в кар-
диомиоцитах.

На экспериментальной модели ишемичес-
кого прекондиционирования была показана 
роль гуморальных факторов в защите миокар-
да. Кардиопротективный эффект связан с гидро-
фобными пептидами (4-12 кДа), одним из ко-
торых является HSP10 [10].

Несмотря на наличие значительного коли-
чества данных об участии малых HSP в разви-
тии сердечно-сосудистой патологии, не суще-
ствует однозначного представления об их роли 
в патогенезе повреждения миокарда, обуслов-
ленного распространённым вариантом комор-
бидной патологии — сочетанием артериальной 
гипертензии (АГ) и сахарного диабета (СД).

Цель данного исследования — изучить осо-
бенности экспрессии малых HSP10 и HSP27 
(HSPB1) в кардиомиоцитах левого желудочка 
сердца при первичной АГ, инсулинозависимом 
СД и их сочетании.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
Работа выполнена на 25 крысах-самцах линий 
Wistar-Kyoto (WKY, нормотензивные) и SHR 
(спонтанно гипертензивные) массой 290-400 г. 
Все манипуляции с животными проводились в 
соответствии с Европейской конвенцией о за-
щите позвоночных животных, используемых 
для экспериментов или в иных научных целях 
(Страсбург, 1986 г.).

Животные были разделены на 5 групп (по 
5 особей в каждой): 1-я (контроль) — интакт-
ные нормотензивные крысы WKY в возрасте 
38 нед, 2-я — гипертензивные крысы SHR в 
возрасте 38 нед, 3-я — гипертензивные крысы 
SHR в возрасте 57 нед, 4-я — нормотензивные 
крысы WKY в возрасте 38 нед с инсулинозави-
симым СД, 5-я — гипертензивные крысы SHR 
в возрасте 38 нед с инсулинозависимым СД.

Животные были получены из питомника ла-
бораторных животных "Пущино" (филиал ИБХ 
РАН). У 5 крыс линии SHR из этой же партии в 
возрасте 38 нед измеряли АД методом телемет-
рического мониторирования с использованием 
оборудования DSI. У всех животных систоли-
ческое АД было выше 190 мм рт. ст., диастоли-
ческое — выше 140 мм рт. ст.

Инсулинозависимый СД моделировали у 
крыс 4-й и 5-й групп путём однократного ин-
траперитонеального введения стрептозотоци-
на (Alfa Aesar) в дозе 65 мг/кг массы. Раствор 
стрептозотоцина для инъекций готовили на цит-
ратном буфере при 4ºС непосредственно перед 
введением. Через 3 сут измеряли уровень глю-
козы в крови, полученной из хвостовой  вены, с 
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использованием глюкометра Accu-Chek Active. 
Для дальнейшего исследования отбирали жи-
вотных с гликемией выше 16 ммоль/л. Длитель-
ность развития СД с момента верификации ги-
пергликемии составила 30 сут.

Под общим обезболиванием проводили то-
ракотомию и экстирпацию сердца. Получен-
ные образцы ткани миокарда левого желудочка 
(ЛЖ) фиксировали в 4% растворе ней трального 
параформальдегида в течение 72 ч. Полученный 
материал обрабатывали и заливали в парафин 
по общепринятой  методике. Гистологические 
срезы толщиной  5 мкм готовили на микротоме 
Slidt 2003 и наносили на стёкла с поли-L-лизи-
новым покрытием (для иммуногистохимичес-
кого исследования).

Для иммуногистохимического исследова-
ния срезы ткани депарафинировали ксилолом 
и проводили по спиртам нисходящей  концен-
трации. Для оценки экспрессии малых HSPB1 и 
HSPB10 в кардиомиоцитах проводили реакцию 
с первичными кроличьими поликлональными 
антителами Anti-HSPB1 antibody produced in 
rabbit и Anti-HSPB10 antibody produced in rabbit 
(Sigma-Aldrich) соответственно. Результаты им-
муногистохимической  реакции визуализирова-
ли с использованием набора реагентов Rabbit 
specifi c HRP/DAB (ABC) Detection IHC Kit 
(Abcam). Препараты докрашивали гематокси-
лином Май ера. При появлении коричневого 
окрашивания цитоплазмы кардиомиоцитов ре-
акция считалась положительной . Проводили 
световую микроскопию в 30 полях зрения в 
каждом препарате миокарда при 400-кратном 
увеличении на микроскопе Nikon Eclipse E-400 

с видеосистемой  на основе камеры Watec 221S. 
Позитивно окрашенные кардиомиоциты коли-
чественно анализировали с использованием 
сетки Автандилова: определяли отношение ко-
личества равноудалённых точек, приходящих-
ся на позитивно окрашенную цитоплазму кле-
ток, к общему количеству точек, занимаемых 
цитоплазмой . 

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили в программе Statistica 6.0 
(StatSoft, Inc.). Для каждого показателя вычис-
ляли среднее значение и ошибку среднего. Для 
определения достоверности различий получен-
ных данных применяли U критерий Манна—
Уитни (за достоверную принималась разность 
средних значений при р≤0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Экспрессия HSP10 в миокарде ЛЖ. В группе 
изолированного СД отмечалось достоверное по 
сравнению с контролем снижение экспрессии 
HSP10 в цитоплазме кардиомиоцитов. В группе с 
сочетанной патологией, напротив, наблюдалось 
статистически значимое увеличение содержания 
HSP10 в миокарде ЛЖ относительно контроль-
ной группы. У крыс с АГ в возрасте 38 и 57 нед 
содержание HSP10 не изменялось по сравнению 
с таковым в контрольной группе (рис. 1, а).

При качественном анализе срезов миокарда 
ЛЖ после иммуногистохимической реакции на 
HSP10 наблюдалась следующая картина. В кон-
трольной группе отмечалось  положительное 
окрашивание цитоплазмы определённого коли-
чества кардиомиоцитов локального типа, при 

Рис 1. Содержание белков теплового шока HSP10 (а) и HSP27 (б) в кардиомиоцитах ЛЖ при АГ (крысы SHR, 
38 и 57 нед), инсулинозависимом СД (крысы WKY, 38 нед) и при сочетании АГ и СД (крысы SHR, 38 нед).
*p≤0.05 по сравнению с контролем.
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этом была характерна разная интенсивность 
окрашивания — переход локального окрашива-
ния в сплошное в отдельных участках (рис. 2, а). 
Высокая плотность окрашивания определялась 
преимущественно в толще миокарда, а по на-
правлению к эпикарду и эндокарду, а также в 
областях миокарда, окружающих кровеносные 
сосуды, отмечалось значительное уменьшение 
количества клеток с позитивной реакцией на 
HSP10 с тенденцией к снижению интенсивно-
сти окраски.

В группе крыс с АГ в возрасте 38 нед плот-
ность положительно окрашенных кардиомио-
цитов существенно не изменялась по сравнению 
с таковой в контрольной группе. Был харак терен 
мозаичный тип распределения окрашива ния от-
дельных клеток большей и меньшей интенсив-
ности (рис. 2, б). Относительно более высокая 
плотность положительно окрашенных участков 
наблюдалась в среднем слое миокарда. По на-
правлению к эпикарду и эндокарду количество 
положительно окрашенных кардиомиоци тов 
заметно уменьшалось. Вокруг сосудов участки 
миокарда с положительно окрашенной цито-
плазмой кардиомиоцитов практически не вы-
являлись.

В группе крыс с АГ в возрасте 57 нед интен-
сивность окрашивания была приблизительно 
на одном уровне с контрольной группой. Бы-
ло характерно окрашивание преимуществен-
но цитоплазмы отдельных кардиомиоцитов, 
однако, в отличие от 38-недельных крыс с АГ, 
в миокарде чаще встречались группы клеток с 
положительной иммуногистохимической реак-
цией. Кардиомиоциты с позитивной реакцией 
на HSP10 в основном выявлялись в среднем 
слое миокарда. Ближе к эпикарду и эндокарду 
интенсивность окрашивания снижалась.

При СД отмечалось уменьшение количе-
ства положительно окрашенных кардиомиоци-
тов по сравнению с контролем. При этом на-
блюдалось окрашивание низкой интенсивности 
сплошного типа на значительном протяжении 
(рис. 2, в). Участки локального окрашивания 
встречались редко. Окрашивание было сосре-
доточено преимущественно в толще миокарда. 
По направлению к эпикарду и эндокарду ин-
тенсивность его снижалась.

Для крыс с сочетанной патологией было ха-
рактерно увеличение кардиомиоцитов с пози-
тивной реакцией на HSP10. При этом  окраска 
была более интенсивной, чем у крыс с АГ в 
возрасте 57 нед и у крыс с изолированным СД, 
а также в контрольной группе (рис. 2, г). На-
блюдалось интенсивное окрашивание преиму-

щественно отдельных кардиомиоцитов по на-
правлению к эндокарду. В толще миокарда в 
основном встречались участки с окрашивани-
ем средней интенсивности, с отдельными, ред-
ко встречающимися участками интенсивного 
окрашивания локального типа. Большее коли-
чество клеток с позитивной реакцией на HSP10 
наблюдалось в области миокарда, прилегающей 
к эндокарду. Ближе к эпикарду интенсивность 
окрашивания, напротив, резко снижалась.

Экспрессия HSP27 в миокарде ЛЖ. Со-
гласно результатам количественного анализа, 
содержание HSP27 в цитоплазме кардиомиоци-
тов ЛЖ достоверно уменьшалось по сравнению 
с контролем у крыс с АГ в возрасте 38 нед и 
у крыс с сочетанной патологией. У крыс с АГ 
в возрасте 57 нед уровень экспрессии HSP27, 
напротив, достоверно увеличивался. В группе 
с изолированным СД экспрессия HSP27 сохра-
нялась на контрольном уровне (рис. 1, б).

При качественном анализе срезов миокарда 
ЛЖ после проведения иммуногистохимичес-
кой реакции на HSP27 наблюдалась следую-
щая картина. В контрольной группе отмеча-
лось положительное окрашивание цитоплазмы 
определённого количества как отдельных, так 
и групп клеток, с характерным диффузным ти-
пом распределения положительно окрашенных 
кардиомиоцитов (рис. 3, а). Высокая плотность 
положительно окрашенных клеток определя-
лась преимущественно в толще миокарда, а по 
направлению к эпикарду и эндокарду, а также 
в областях миокарда, окружающих кровенос-
ные сосуды, отмечалось некоторое уменьшение 
количества клеток с позитивной реакцией на 
HSP27 с тенденцией к снижению интенсивно-
сти окраски вплоть до полного исчезновения. В 
кардиомиоцитах, визуализируемых в продоль-
ном сечении, положительное окрашивание ци-
топлазмы наблюдалось лишь на незначитель-
ном протяжении.

В группе крыс с АГ в возрасте 38 нед плот-
ность положительно окрашенных кардиомио-
цитов значительно снижалась по сравнению 
с контролем. Был характерен мозаичный тип 
распределения окрашивания отдельных клеток 
с низкой интенсивностью (рис. 3, б). Относи-
тельно более высокая плотность окрашивания 
наблюдалась в среднем слое миокарда по срав-
нению с областями, прилегающими к эпикар-
ду и эндокарду, где положительное окрашива-
ние практически не прослеживалось. Вокруг 
сосудов отмечалось значительное усиление 
окрашивания цитоплазмы кардиомиоцитов по 
сравнению с контролем.
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В группе крыс с АГ в возрасте 57 нед на-
блюдалось, напротив, значительное повыше-
ние плотности кардиомиоцитов с позитивной 
реакцией на HSP27. Положительное плотное 
и интенсивное на значительном протяжении 
окрашивание было сосредоточено преимуще-
ственно по направлению к эндокарду. В среднем 
слое миокарда отмечалось окрашивание боль-
шей интенсивности по сравнению с контро-
лем (рис. 3, в), также встречались группы кле-
ток с низкой интенсивностью окрашивания, но 
на значительном протяжении. Вокруг сосудов 
наблюдалось выраженное локальное усиление 
экспрессии HSP27.

При изолированном СД количество поло-
жительно окрашенных кардиомиоцитов суще-
ственно не изменялось по сравнению с контро-

лем. При этом окрашивание было мозаичным 
как в продольном, так и в поперечном сечении. 
Встречались значительные по размеру участки 
миокарда, не имеющие позитивной реакции на 
HSP27. Как правило, окрашивались отдельные 
клетки и преимущественно в толще миокарда.

Для крыс с сочетанной патологией было ха-
рактерно снижение плотности кардиомиоцитов 
с позитивной реакцией на HSP27. При этом от-
мечались интенсивно окрашенные клетки, как 
одиночные, так и в группах. На значительном 
протяжении наблюдались участки мозаичного 
окрашивания, но меньшей интенсивности, чем 
в группе крыс с АГ в возрасте 57 нед (рис. 3, г). 
Окрашивание было сосредоточено как в тол-
ще миокарда, так и по направлению к эпикар-
ду. Количество клеток с позитивной реакцией 

Рис. 2. Экспрессия белка теплового шока HSP10 в кардиомиоцитах миокарда ЛЖ крыс линий WKY и SHR. 
Иммуногистохимическое окрашивание, 400.
а — контроль (крысы WKY, 38 нед); б — АГ (крысы SHR, 38 нед); в — СД (крысы WKY, 38 нед); г — АГ+СД 
(крысы SHR, 38 нед).
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преобладало в области миокарда, прилегающей 
к эпикарду. Ближе к эндокарду, напротив, рас-
полагались лишь единичные участки окрашен-
ных клеток, в основном вокруг микрососудов.

Проведённое исследование показало сни-
жение содержания малого HSP10 в кардиомио-
цитах ЛЖ у крыс с изолированным СД и его 
увеличение у крыс с  сочетанной патологией. 
Кроме того, отмечалось снижение по сравне-
нию с контролем интенсивности экспрессии 
малого HSP27 в кардиомиоцитах ЛЖ при АГ 
(38 нед) и при сочетании АГ и СД. Однако на 
фоне АГ большего срока (57 нед), напротив, 
происходило достоверное увеличение синтеза 
HSP27 в кардиомиоцитах ЛЖ.

Усиление синтеза HSP10, вероятнее  всего, 
 имеет защитный характер и связано с выражен-

Рис. 3. Экспрессия белка теплового шока HSP27 в кардиомиоцитах миокарда ЛЖ крыс. Иммуногистохимичес-
кое окрашивание, 400.
а — контроль (крысы WKY, 38 нед); б — АГ (крысы SHR, 38 нед); в — СД (крысы WKY, 38 нед); г — АГ+СД 
(крысы SHR, 38 нед).

ным энергодефицитом, развивающимся на фо-
не сочетания перегрузки ЛЖ и инсулинозави-
симого СД. Так, показано, что увеличение экс-
прессии АТФ-независимого низкомолекуля-
ного HSР10 вызывает регресс в повреждении 
тканей при рассеянном склерозе, язвенном ко-
лите и болезни Крона, ревматоидном артрите и 
других заболеваниях [4]. Снижение экспрессии 
HSP10 при СД может быть связано со сниже-
нием экспрессии митохондриальных стресс-
чувствительных систем в условиях гипоинсу-
линемии, контролирующих протеостаз клетки 
и её метаболизм при клеточном стрессе [14].

Повышение интенсивности синтеза HSP27 
при длительном развитии АГ может быть свя-
зано с тем, что данный белок снижает тонус 
гладкой мускулатуры. Так, было показано, что 
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HSP27 может регулировать пролиферацию, ре-
организацию актина и миграцию гладкомышеч-
ных клеток сосудов, участвующих в патогене-
зе пролиферативных сосудистых заболеваний 
[7]. Что касается снижения синтеза HSP27 при 
сочетании АГ и СД, то это, вероятно, вызвано 
нарушениями функции микроциркуляторного 
русла в условиях гипергликемии, приводящи-
ми к повреждению стенки сосудов, агрегации 
тромбоцитов с последующим развитием микро-
сосудистых осложнений [12]. С другой сторо-
ны, гипергликемия может представлять собой 
мягкий стрессовый стимул, вызывающий по-
вышение регуляции эндогенных белков стрес-
са, которые способны играть потенциальную 
роль в кардиопротекции и компенсировать па-
тологические эффекты гипергликемии при СД, 
а также её сочетании с АГ меньшего срока [2].

Малые HSP играют важную роль в защите 
кардиомиоцитов от стресса различной этиоло-
гии. Они поддерживают постоянство белково-
го состава клеток и целостность самих белков, 
способствуя их свёртыванию, предотвращая 
агрегацию или разрушая нефункциональные 
белки. При сочетании гемодинамической пере-
грузки и СД в кардиомиоцитах малые HSP про-
демонстрировали разный уровень экспрессии. 
Это может быть связано с активацией различ-
ных путей как защиты клеток, так и их повреж-
дения. В частности, экспрессия HSP27 повыша-
лась только при АГ большего срока, в то время 
как увеличение экспрессии HSP10 наблюдалось 
при сочетании двух видов патологии.

Таким образом, можно отметить, что со-
держание АТФ-независимых малых HSP10 и 
HSP27 увеличивается при определённых ви-
дах альтерации миокарда, сопровождающихся 
энергодефицитом. Малые HSP10 и HSP27 пока-
зали разнонаправленный характер изменения 
экспрессии в кардиомиоцитах при АГ с разной 
продолжительностью, инсулинозависимом СД 
и при сочетании данных видов патологии. Белок 
HSP27 способен играть более значимую роль в 
кардиопротекции при длительной АГ, а белок 
HSP10 — при сочетании АГ и СД.
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