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Аннотация. Исследовали влияние внутриутробной гипоксии (ВУГ) на некоторые структурные характеристики 
миокарда белых крыс в неонатальном периоде. Установлено, что ВУГ (гипобарическое воздействие на 15-19 
сутки гестации, экспозиция – 4 часа, парциальное давление кислорода – 55 мм рт. ст.) индуцировала достоверное 
повышение уровня экспрессии эндотелиальной синтазы оксида азота (eNOS) на 27 % в кардиомиоцитах (КМЦ) 
левого желудочка и на 37 % в КМЦ правого желудочка 7-суточных животных. Наблюдаемые изменения сочета-
лись с нарушениями со стороны нуклеолярного аппарата КМЦ правого желудочка: в группе «ВУГ» наблюдалось 
достоверное уменьшение среднего количества ядрышек на 11,3 %; увеличение доли КМЦ с одним ядрышком 
на 58 % на фоне значимого снижения доли КМЦ с тремя ядрышками на 37 %. Гипоксическое воздействие не 
вызвало статистически значимых изменений объёмной плотности ретикулярных волокон в межклеточном 
матриксе миокарда. Полученные данные позволяют предположить, что постгипоксические повреждения нукле-
олярного аппарата КМЦ в сочетании с повышенной экспрессией eNOS не сопровождаются ремоделированием 
межклеточного матрикса миокарда за счёт ретикулярных волокон в неонатальном периоде.
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Abstract. The eff ects of intrauterine hypoxia (IUH) to the several structural parameters of the myocardium of albino 
rats in the neonatal period were examined in the study. It was established, that IUH (15-19 days of gestation, duration – 
4 hours, oxygen partial pressure – 55 mm. Hg) induced the signifi cant increase of the expression level of endothelial 
synthase of nitric oxide (eNOS) in 27 % in cardiomyocytes (CMC) of the left ventricle and in 37 % in cardiomyocytes of 
the right ventricle of the 7-days old animals. The observed changes were associated with the impairment of the nucleolar 
apparatus of the right ventricle CMC: the signifi cant decrease of the increase average nucleolar number in 11,3 %; the 
increase of the 1-nucleolar CMC proportion in 58%, combined with the signifi cant decrease of the 3-nucleolar CMC 
proportion in 37 %, was registered in the «IUH» group. Hypoxic exposure did not cause any statistically relevant 
changes of the volume density of reticular fi bers in the myocardial extracellular matrix. Received data suggests that the 
posthypoxic damage of nucleolar apparatus of CMC during IUH, combined with the increased expression of eNOS, does 
not lead to the remodeling of myocardial extracellular matrix by reticular fi bers in the neonatal period.
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Внутриутробная гипоксия (ВУГ) индуцирует 
кардиальные нарушения, которые диагностируются 
в 40-70 % случаев ВУГ и занимают одно из веду-
щих мест в структуре перинатальной заболеваемо-
сти и смертности [1]. Морфологические проявления 
повреждения сердца после ВУГ включают деструк-
цию митохондрий в сочетании с уменьшением коли-
чества митохондриально-нексусных комплексов [2], 
лизис миофибрилл, снижение экспрессии кардиаль-
ных тропонинов T и I [3]. Постгипоксические повреж-
дения вызывают активацию апоптоза [4] и снижение 
уровня пролиферации кардиомиоцитов (КМЦ) [5], 
что приводит к выраженному структурному дефициту 
сердца. Структурный дефицит, в дальнейшем, соче-
тается с ремоделированием интерстиция миокарда в 
виде утолщения коллагеновых волокон [6], увеличе-
ния доли коллагена I типа [4].

Ранее работами нашей лаборатории было пока-
зано, что у 7-суточных белых крыс, перенесших ВУГ, 
регистрируется уменьшение массы сердца, снижение 
ДНК-синтетической активности КМЦ и количества 
ядрышек в ядрах КМЦ [7]; достоверное уменьшение 
размеров ядер КМЦ, увеличение в КМЦ экспрессии 
маркера макроаутофагии беклин-1 [8]. Также нами 
было зарегистрировано отдалённое последствие ВУГ 
в виде фиброза миокарда у половозрелых крыс [9]. 
Сведений литературы о раннем ремоделировании 
межклеточного матрикса миокарда, а также роли син-
теза оксида азота в миокарде новорожденных живот-
ных, перенесших ВУГ, нами выявлено не было.

Цель настоящего исследования – эксперименталь-
ное изучение ранних постнатальных структурных 
нарушений сердца, индуцированных ВУГ.

Материалы и методы
В исследовании использовали 3-месячных бере-

менных самок белых крыс Вистар и их 7-суточное 
потомство. Постановку опытов и содержание живот-
ных выполняли в соответствии с ГОСТ 33216-2014 
«Руководство по содержанию и уходу за лаборатор-
ными животными. Правила содержания и ухода за 
лабораторными грызунами и кроликами». Иссле-
дование одобрено этическим комитетом ФГБОУ 
ВО ДВГМУ Минздрава России (протокол № 1 от 
15.11.2021). Внутриутробную гипоксию (ВУГ) моде-
лировали путём 4-часового гипобарического воздей-
ствия на беременных самок белых крыс в эксперимен-
тальной гипобарической камере ежесуточно с 15-х по 
19-е сутки гестации (давление воздуха – 310 мм рт. ст., 
парциальное давление кислорода – 55 мм рт. ст., что 
соответствует «высоте» 7 000 м над уровнем моря). 

После рождения потомства формировали следующие 
экспериментальные группы:

1) «Контроль» (n=10): 7-суточное потомство 
интактных самок белых крыс;

2) «ВУГ» (n=10): 7-суточное потомство самок 
белых крыс,  подвергнутых гипобарической гипоксии 
с 15 по 19 сутки гестации. 

В каждую экспериментальную группу входили 
7-суточные животные из 4 выводков (по 2-3 животных 
из выводка). Всего в эксперименте было использовано 
30 белых крыс.

После выведения 7-суточных животных из экс-
перимента путём быстрой декапитации, сердце 
извлекали из грудной клетки, промывали изотониче-
ским раствором хлорида натрия, обсушивали фильт-
ровальной бумагой и взвешивали на электронных 
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весах. Затем орган фиксировали в 10 % забуферен-
ном нейтральном формалине, после фиксации про-
водили препаровку сердец: выполняли вскрытие 
полостей правого и левого желудочков путём про-
дольного разреза от основания сердца к верхушке 
для получения гистотопографического среза. Полу-
ченные биоптаты подвергали стандартной гистоло-
гической обработке для изготовления парафиновых 
срезов.

Для оценки количества ядрышек в ядрах КМЦ, 
срезы сердца окрашивали нитратом серебра по мето-
дике AgNOR в модификации Коржевского Д.Э. [10]. 
Проводили подсчёт количества ядрышек в ядрах КМЦ 
субэндокардиальных зон миокарда левого и правого 
желудочков сердца на основании оценки не менее 200 
КМЦ каждой зоны. В оцениваемых зонах анализи-
ровали среднее количество ядрышек на ядро КМЦ, а 
также доли субпопуляций КМЦ с различным количе-
ством ядрышек (в %).

Для оценки содержания ретикулярных волокон 
гистотопографические срезы сердца окрашивали 
методом импрегнации серебром по Гомори с исполь-
зованием диагностического набора («Эрго-Про-
дакшн», Россия). Полученные препараты оценивали 
в программе-анализаторе изображений ToupView 
(Touptek, США), при увеличении 100×10 с исполь-
зованием точечной сетки по методике Г.Г. Автанди-
лова [11]. Объёмную плотность ретикулярных воло-
кон определяли как отношение числа точек, занятых 

ретикулярными волокнами, к общему количеству 
точек в сетке, и выражали в %.

Для иммуногистохимического исследования срезы 
сердца монтировались на предметные стёкла с адге-
зивным электростатическим покрытием Super Frost 
Plus (Thermo Fisher Scientifi c, Германия). Выявляли 
КМЦ, меченные поликлональными антителами к 
белку эндотелиальной NO-синтазы (eNOS) (Affi  nity 
Biosciences, Китай), окрашивание меченых КМЦ 
проводили с помощью набора Novolink TM Polymer 
Detection System («Leica Biosystems», Великобри-
тания) в соответствии с протоколом производителя. 
Подсчёт eNOS+ КМЦ проводили на световом микро-
скопе Микмед-6 (АО «ЛОМО», Россия) при увеличе-
нии 10×100 при анализе не менее 500 клеток субэн-
докардиального слоя миокарда левого и правого 
желудочков.

Статистическую обработку полученных дан-
ных выполняли в программе «Statistica 6.0». Гипо-
тезу о нормальности распределения проверяли при 
помощи тестов Шапиро-Уилка и Колмогорова-Смир-
нова. При нормальности распределения данных 
достоверность отличий оценивали с использованием 
t-критерия Стьюдента, данные представляли в виде 
M±m. Если распределение отличалось от нормального, 
значимость отличий определяли при расчёте непараме-
трического критерия Манна-Уитни и выражали резуль-
таты в виде Me (Q1;Q3). Различия между группами 
считали статистически достоверными при р≤0,05.

Результаты и обсуждение
Количество ядрышек в ядрах КМЦ косвенно отра-

жает активность анаболических (пролиферативных и 
белок-синтетических) процессов в клетках миокарда 
[12], а также является чувствительным критерием 
уровня клеточного стресса [13, 14].У 7-суточных 
крыс, перенесших ВУГ, в КМЦ левого желудочка не 
было выявлено достоверного изменения показате-
лей среднего количества ядрышек на ядро. Также 
отсутствовали достоверные изменения соотношения 
субпопуляций КМЦ с разным количеством ядрышек 
(рис. 1а). Вместе с тем следует отметить тенденцию 
к снижению среднего количества ядрышек на ядро и 
возрастанию доли одноядрышковых КМЦ с умень-
шением доли двуядрышковых КМЦ в подопытной 
группе животных.

Анализ нуклеолярного аппарата КМЦ правого 
желудочка в группе «ВУГ» выявил достоверное сни-
жение среднего количества ядрышек на ядро, досто-
верное повышение количества одноядрышковых КМЦ 
на 58 %, при статистически значимом уменьшении 
доли КМЦ с тремя ядрышками на 27 % (рис. 1б). 
Зарегистрированный эффект совпадает с получен-
ными нами ранее сведениями о влиянии ВУГ на 
нуклеолярный аппарат КМЦ [7]. В ранее проведен-
ных исследованиях нами были зарегистрированы 
выраженные проявления окислительного стресса на 

органном уровне у новорожденных белых крыс, пере-
несших ВУГ [7, 8]. Дестабилизация ядрышек на фоне 
клеточного стресса вызывает нарушения транскрип-
ции рРНК и белок-синтетической функции клеток, 
приводит к накоплению проапоптотического белка 
р53 [13].

Большая тяжесть структурных последствий ВУГ 
в правом желудочке по сравнению с левым желудоч-
ком в нашем исследовании подтверждает данные лите-
ратуры [1]. Низкое парциальное давление кислорода в 
альвеолах на фоне гипоксии индуцирует гипертензию 
в сосудах малого круга, которая способна привести к 
селективной перегрузке правого желудочка давлением 
и вызвать его структурные изменения [15].

На фоне постгипоксического ремоделирования 
миокарда соотношение компонентов стромы может 
измениться в пользу волокон, содержащих коллаген 
[16]. Начальные этапы миокардиального фиброза про-
являются увеличением количества коллагена III типа 
[17]. Данный вид коллагена является главным ком-
понентом ретикулярных волокон, образующих сеть в 
строме миокарда [18].

В нашем исследовании, мы не выявили достовер-
ных отличий у 7-суточных животных подопытной 
группы от контроля по количеству ретикулярных 
волокон в строме миокарда обоих желудочков сердца 
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(рис. 2). Отсутствие признаков ремоделирования мио-
карда за счёт ретикулярных волокон можно объяснить 
тем, что основной вклад в фиброз миокарда после 
ВУГ вносит накопление коллагена I типа [6].

Ремоделирование миокардиальной стромы может 
регулироваться синтезом оксида азота. По данным лите-
ратуры, на фоне «нокаута» NO-синтаз наблюдается
усиленный миокардиальный фиброз, что позволяет 
предположить наличие антифиброгенной активности 
у NO в межклеточном матриксе миокарда [19]. В связи 
с этими данными, мы провели исследование активно-
сти экспрессии eNOS в миокарде исследуемых живот-
ных. Внутриутробное гипоксическое воздействие 
привело к росту экспрессии эндотелиальной синтазы 
оксида азота: наблюдалось повышение количества 
eNOS+ КМЦ на 37 % и на 27 % в миокарде правого 
и левого желудочка, соответственно (рис. 3).

Рис. 1. Показатели количества ядрышек в ядрах кардиомиоцитов 
(КМЦ) и доля (%) КМЦ с разным количеством ядрышек в 
субэндокардиальной зоне миокарда желудочков у белых крыс 
в группе «ВУГ» (в % от контрольных значений): а – левый 
желудочек; б – правый желудочек

Примечание. * – р<0,05 по отношению к группе «Контроль».

Оксид азота (NO), продуцируемый эндотелиальной 
NO-синтазой (eNOS), тесно вовлечён как в процессы 
морфогенеза коронарных артерий и микроциркуля-
торного русла фетального миокарда, так и в созрева-
ние ткани сердца в раннем неонатальном периоде [20]. 
NO может обладать кардиопротективной активностью 
[21]. Увеличение экспрессии eNOS в КМЦ, после ВУГ 

может быть компенсаторным механизмом, направлен-
ным на адекватное обеспечение тканевой перфузии, 
уменьшение избыточной активности катехоламинов 
и других вазоконстрикторных молекул [22].

Вместе с тем прямые эффекты NO в миокарде 
могут иметь различную направленность. Избыточ-
ный синтез NO, индуцированный ВУГ, приводит 
к накоплению пероксинитрита в ткани сердца, что 
может усугубить окислительный стресс миокарда 
[23]. С другой стороны, повышение уровня NO на 
фоне ранних последствий ВУГ может нести адаптив-
ный характер и улучшать выживаемость КМЦ за счёт 
регулирования активности проапоптотического фер-
мента каспазы-3 [24]. Кроме того, NO может предот-
вращать деградацию фактора HIF-1α в протеасомах, 
который активирует синтез ряда кардиопротективных 
молекул: эритропоэтина, индуцибельной NO-синтазы, 
гемоксигеназы-1 [23]. Поскольку высокая экспрессия 
NO-синтазы не сопровождалась выраженным струк-
турным повреждением миокарда новорожденных 
животных, полученные результаты свидетельствуют 
о компенсаторном повышении синтеза оксида азота.

Рис. 2. Объёмная плотность ретикулярных волокон 
в межклеточном матриксе миокарда белых крыс исследуемых 
групп

Рис. 3. Доля eNOS+КМЦ в миокарде белых крыс исследуемых 
групп

Примечание. * – р<0,05 по отношению к группе «Контроль».
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Выводы
1. Воздействие ВУГ приводит к нарушениям со 

стороны нуклеолярного аппарата КМЦ белых крыс в 
неонатальном периоде.

2. ВУГ не привела к значимому накоплению рети-
кулярных волокон в межклеточном матриксе миокарда 

в неонатальном периоде у белых крыс, перенесших 
ВУГ.

3. ВУГ индуцирует повышение экспрессии эндо-
телиальной NO-синтазы (eNOS) в КМЦ подопытных 
животных, что может иметь компенсаторное значение.
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