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Т.Э. Владимирская, И.Э. Адзерихо, 
А.М. Устемчук

ОЦЕНКА ЭНДОТЕЛИАЛЬНОГО АПОПТОЗА  
В ЛЕГОЧНЫХ АРТЕРИЯХ КРЫС С МОНОКРОТАЛИНИНДУЦИРОВННОЙ 

ЛЕГОЧНОЙ АРТЕРИАЛЬНОЙ ГИПЕРТЕНЗИЕЙ

Белорусский государственный медицинский университет, г. Минск, Беларусь

Легочная артериальная гипертензия (ЛАГ) — тяжелое, быстро прогрессирующее 
заболевание. Апоптоз эндотелиальных клеток (ЭК) и их устойчивость к программиро-
ванной гибели играют решающую роль в патогенезе ЛАГ. Предполагается, что соотно-
шение белков Bcl-2 и Bax может быть главной детерминантой клеточной способности к 
апоптозу. В статье приведены результаты исследования апоптоза ЭК легочных артерий в 
динамике развития монокроталин-индуцированной ЛАГ.

Апоптоз — важный фактор ремоделирования артерий при ЛАГ. При развитии ЛАГ 
активация апоптотической гибели ЭК достигает максимальных значений через 1 месяц 
от начала эксперимента; через 2 месяца после введения крысам монокроталина (МКТ) 
наблюдается переход апоптоза в некроз и снижение апоптического индекса.

Ингибирование антиапоптотических механизмов на ранних стадиях ЛАГ ведет к на-
рушению проницаемости ЭК барьера и риску тромбообразования. Апоптоз ЭК характе-
ризуется уменьшением экспрессии антиапоптотического фактора Bcl-2 при достаточно 
высоком значении экспрессии проапоптотического белка Bах. 

Таким образом, соотношение про- и антиапоптотических белков семейства Bcl-2 
играет значительную роль в развитии патологических изменений легочных артерий у 
крыс с ЛАГ.

Ключевые слова: апоптоз, легочная артериальная гипертензия, монокроталин, 
Bcl-2, Вах

Введение 

Легочная гипертензия — это синдром, 
при котором происходит постепенное по-
вышение легочного сосудистого сопротив-
ления и давления в легочной артерии [1, 2], 
что приводит к гипертрофии правых отде-
лов сердца и развитию правожелудочковой 
недостаточности и смерти пациентов. 

Легочная гипертензия — тяжелое, бы-
стро прогрессирующее заболевание. Все 
формы ЛАГ на конечной стадии имеют об-
щую гистологическую картину и обычно 
характеризуются появлением интимальных 
повреждений, таких как концентрический 
фиброз интимы и плексиформные пораже-
ния. В дальнейшем присоединяется разви-
тие дилатации легочных артерий и некроти-
зирующего артериита, после чего заболева-

ние носит тяжелый, необратимый, быстро-
прогрессирующий характер течения [3]. 

Возможные патологические механиз-
мы заключаются во взаимодействии между 
генетической предрасположенностью и 
факторами риска, которые индуцируют из-
менения различных типов клеток (гладко-
мышечных, эндотелиальных, лейкоцитов и 
тромбоцитов), сосудов и экстрацеллюляр-
ного матрикса. Дисбаланс между тромбо-
генными, митогенными, провоспалитель-
ными, вазоконстрикторными факторами и 
антикоагулянтными, антимитотическими, 
вазодилататорными механизмами может 
инициировать и поддерживать такие вза-
имодействующие процессы, как вазокон-
стрикция, пролиферация, тромбоз и воспа-
ление в легочном сосудистом русле [4].
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В соответствии с современными пред-
ставлениями, наиболее ранним изменени-
ем, происходящим при развитии ЛАГ, явля-
ется повреждение эндотелиальных клеток 
(ЭК), что приводит к эндотелиальной дис-
функции. Эндотелиальная дисфункция —  
прогрессирующее нарушение структуры 
и функции эндотелия, характеризующееся 
дисбалансом между факторами, обеспе-
чивающими местные процессы регуляции 
тонуса сосудов, гемостаза, пролиферации 
и миграции клеток крови в сосудистую 
стенку [6]. ЭК, вследствие своего уникаль-
ного положения на границе между цирку-
лирующей кровью и тканями, отличаются 
особенной уязвимостью при действии раз-
нообразных патогенных факторов, находя-
щихся в системном и местном кровотоке. 
Именно эндотелиоциты первыми встреча-
ются с продуктами обмена веществ и ксе-
нобиотиками, которые вызывают повреж-
дение внутренней выстилки сосудов [6, 7].

Предполагается, что апоптоз ЭК и их 
устойчивость к программированной гибе-
ли должны играть решающую роль в па-
тогенезе ЛАГ. Дисбаланс между гибелью 
и пролиферацией клеток происходит на 
каждой стадии ремоделирования легоч-
ных капилляров, но не ограничивается 
только ЭК [5]. Несмотря на обширные ис-
следования, не выяснено, когда адекват-
ный защитный механизм апоптотической 
гибели переходит в неконтролируемый 
процесс, затрагивающий гладкомышеч-
ные и эндотелиальные клетки. [8]. 

Предполагается, что соотношение 
белков Bcl-2 и Bax может быть главной 
детерминантой клеточной способности 
к апоптозу. В здоровых клетках большая 
часть Вax находится в цитозоле, но при 
индукции апоптоза Вax становится свя-
занным с митохондриальной мембраной 
[9]. Соотношение между антиапоптоти-
ческими (Bcl-2) и проапоптотическими 
(Bax) белками определяет, будет ли клетка 
жить или умрет [10, 11].

Монокроталиновая модель ЛАГ сегод-
ня наиболее полно дает представление о 
современных патогенетических механиз-

мах развития легочной гипертензии. По 
литературным данным описаны различные 
дозы используемого монокроталина (МКТ) 
(40–100 мг/кг) и период наблюдения (от 3 
до 8 недель) в зависимости от целей иссле-
дования [12, 13, 14]. 

Цель работы — исследовать апоптоз 
ЭК легочных артерий в динамике разви-
тия МКТ ЛАГ.

Материалы и методы исследования

Исследования проводили на 48 взрос-
лых белых беспородных крысах-самцах 
одного возраста и массой 250–300 г с со-
блюдением законодательства, принципов 
биоэтики и в соответствии с международ-
ными стандартами качества планирования 
и проведения исследований на животных 
(Директивы 2010/63/EU Европейского 
Парламента и Совета Европейского Союза 
по охране животных, используемых в на-
учных целях). 

Формирование модели ЛАГ проводили 
путем подкожно введения МКТ крысам в 
дозе 60 мг/кг. 

Компоновку по группам наблюдения 
проводили в зависимости от массы тела. 
Индивидуальная идентификация живот-
ных: окраска различных участков шерст-
ного покрова спиртовым раствором пикри-
новой кислоты.

Были сформированы следующие груп-
пы: I — срок наблюдения 2 недели, n=10; 
II — срок наблюдения 4 недели, n=10; III —  
срок наблюдения 6 недель, n=10; IV — срок 
наблюдения 8 недель, п=10; V — контроль-
ная группа (n=8), животным этой группы 
вводили эквивалентный объем 0,9% раство-
ра NaCl подкожно в область холки.

Раствор МКТ получали путем растворе-
ния кристаллов МКТ (Sigma, Германия) в по-
догретом до 30°С 0,9% растворе NaCl. МКТ 
вводили крысам в дозе 60 мг/кг массы тела 
подкожно в область холки в 1,0 мл раствора.

По истечении срока наблюдения жи-
вотных (опытных и контрольных групп) 
выводили из эксперимента с соблюдением 
принципов биоэтики (в соответствии со 
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стандартами GLP) на фоне внутрибрюшин-
ного тиопенталового наркоза из расчета 
1 мл 5% тиопентала натрия на 100 грамм 
веса животного. 

Развитие ЛАГ подтверждали гистопа-
тологическими и морфометрическими ис-
следованиями.

Для гистопатологического исследова-
ния у крыс забирали ткань легкого. Из го-
товых парафиновых блоков изготавлива-
ли срезы толщиной 3 мкм, которые окра-
шивали гематоксилином и эозином для 
обзорной микроскопии. Иммуногистохи-
мическое исследование (ИГХ) уровней 
экспрессии молекулярно-биологических 
маркеров проведено с использованием 
моно- и поликлональных антител Bcl-2, 
Bах (Thermo Fisher Scientific, Abcam). Ко-
личественную оценку экспрессии биомар-
керов выполняли с использованием алго-
ритма «positive pixel count» и программы 
для морфометрии Aperio Image Scope 
12.3.3 (Leica, Германия).

Для выявления апоптоза клеток со-
судов легких использовали коммерческий 
набор TACS XL DAB In Situ Apoptosis 
Detection Kit (Trevigen, США). Апопто-
тический индекс (АИ) вычислялся по 
TUNEL-позитивным эндотелиоцитам при 
увеличении 1000 (в 5 полях зрения).

Анализ данных выполняли с исполь-
зованием пакета статистической про-
граммы «Statistica 10.0» (Version10-Index, 
StatSoft Inc., США). Сравнительный ана-
лиз количественных данных проводили с 
использованием критерия Краскела-Уол-
лиса. Вывод о статистической значимости 
делали при p≤0,05.

Результаты и обсуждение

TUNEL — окрашивание выявило не-
значительное количество ЭК с призна-
ками апоптотической гибели в сосудах 
легких I группы крыс (рисунок 1А). Пик 
активации данного процесса наблюдался 
у животных II группы (4 недели экспе-
римента). Апоптический индекс клеток 
увеличивался в 5 раз (таблица 1, рисунок 

1Б). После резкого подъема начиналось 
интенсивное (p≤0,05) снижение значений 
апоптического индекса. В III группе крыс 
уровень апоптоза уменьшался в 1,6 раз по 
сравнению со II (рисунок 1 В, таблица 1), 
а в IV группе — в 2,3 раз относительно III 
(рисунок 1 Г, таблица 1).

При анализе уровня экспрессии Bcl-2 и 
Bах в микропрепаратах легких крыс с ин-
дуцированной МКТ гипертензией на ран-
них стадиях ЛАГ в цитоплазме ЭК клеток 
легочных артерий отмечалось выраженное 
гомогенное окрашивание с антителами к 
Вах (рисунок 2А). Неравномерное прокра-
шивание цитоплазмы ЭК с антителами к 
Вах отмечалось в интиме крупной легоч-
ной артерии на поздней стадии развития 
ЛАГ. Окраска варьировала от умеренной 
до выраженной. Интенсивная экспрессия 
Вах наблюдалась в легочных капиллярах 
животных всех групп (рисунок 2Б). Актив-
но экспрессировали Вах клетки воспали-
тельного инфильтрата на ранних стадиях 
ЛАГ (рисунок 2В). Очагово отмечалась 
экспрессия Вах альвеолярными макрофа-
гами. В гипертрофированной медии только 
единичные гладкомышечные клетки имели 
позитивно окрашенную цитоплазму с ан-
тителами к Bcl-2, в большинстве сосудов 
позитивно окрашивались гладкомышечные 
клетки интимы артериол с дилятацией и ги-
поплазией медии (рисунок 2Г). В артерио-
лах с медиальной гипертрофией окрашива-
ние с антителами к Bcl-2 в ЭК было слабо 
позитивным или негативным — окраши-

Таблица 1 — Выраженность апоптоза ЭК 
сосудов легких крыс с индуцированной 
МКТ легочной гипертензией  
(Me (25-й; 75-й процентиль))

Группа Кол-во (n) АИ, % Уровень p

I 10 1,84 (0,00; 3,25)
p1-2<0,05
p1-3<0,05
p1-4<0,05

II 10 5,26 (3,64; 7,28) p2-3<0,05
p2-4<0,05

III 10 3,23 (2,38; 5,26) p3-4<0,05
IV 10 1,39 (0,00; 1,74)
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вались, в основном, адвентициальные и 
гладкомышечные клетки (рисунок 2Д). От-
мечались Bcl-2+ лейкоциты артериальных 
тромбов (рисунок 2Е). 

Результаты количественного исследова-
ния экспрессии Bcl-2 и Bах в легочных со-
судах при ЛАГ представлены в таблице 2.

Значительное уменьшение антиапопто-
тического белка Bcl-2 при достаточно вы-
соком значении экспрессии проапоптотиче-
ского белка Bах наблюдалось у крыс I груп-
пы. В этой же группе животных отмечался 
минимальный индекс выживаемости клеток 
(0,69 (0,36; 1,15)). В IV группе индекс вы-
живаемости клетки приближался к единице 
(0,96 (0,72; 1,46)). Однако при прогрессиро-
вании поражений легочных артерий отме-
чалось увеличение экспрессии антиапопто-
тического белка Bcl-2, тогда как экспрессия 
проапоптотического фактора Bах достовер-
но не различалась у животных всех экспе-
риментальных групп (р>0,05). 

Таким образом, соотношение про- и 
антиапоптотических белков семейства 
Bcl-2 играло значительную роль в развитии 
патологических изменений легочных арте-
рий у крыс с ЛАГ. Преобладание Вах на 
ранних стадиях развития ЛАГ способство-
вало активации апоптотической гибели ЭК, 
вследствие чего повышалась уязвимость 
эндотелиальной выстилки для поражений 
воспалительного генеза. Высокая экспрес-
сия антиапоптотического белка Bcl-2 на 
поздних стадиях развития ЛАГ (IV группа) 
в определенной мере способствовала ра-
боте компенсаторных механизмов, ограни-
чивающих апоптоз, однако для ЭК это мо-
жет являться неблагоприятным фактором, 
ведущим к прогрессированию фиброзных 
изменений интимы. При развитии ЛАГ 
ключевую роль в поддержании клеточного 
гомеостаза играет изменение синтеза анти-
апоптотического фактора Bcl-2 при отно-
сительно неизменном Вах. Уменьшение 

      

     
А) — группа I; Б) — группа II; В) — группа III; Г) — группа IV.

Рисунок 1 — Апоптоз в легких крыс с индуцированной монокроталином 
легочной гипертензией. TUNEL-окрашивание, ×1000

А) Б)А) Б)

В) Г)В) Г)
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А) — Выраженная экспрессия Bах в ЭК; Б) — Экспрессия Bах в ЭК капилляров; В) — Экспрессия Bах в 
клетках периваскулярного инфильтрата; Г) — Экспрессия Bcl-2 в интиме и медии дилятированных арте-
риол; Д) — Экспрессия Bcl-2 в адвентициальных клетках; Е) — Экспрессия Bcl-2 в лейкоцитах тромба. 

ИГХ-окрашивание с антителами к Bах (А, Б, В); Bcl-2 (Г, Д, Е), ×1000.
Рисунок 2 — Экспрессия Bах и Bcl-2 в легких крыс

Таблица 2 — Индексы экспрессии (%) Bcl-2 и Bах в легочных сосудах крыс с моделью 
ЛАГ (Me (25%;75%))

Группы Уровень pⅠ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

ВСL-2 18,38 (9,28; 23,85) 22,51 (15,09; 26,46) 20,28 (14,52; 29,02) 24,31 (20,87; 29,26)
p1-4≤0,01
p2-4≤0,05
p3-4≤0,05

BAX 25,64 (18,2; 28,93) 24,14 (16,81; 30,77) 23,85 (18,3; 28,05) 25,7 (21,2; 34,66)
BCL/BAX 0,69 (0,36; 1,15) 0,82 (0,58; 1,22) 0,78 (0,58; 1,15) 0,96 (0,72; 1,46) p1-4≤0,05

А) Б)А) Б)

В) Г)В) Г)

Д) Е)Д) Е)
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экспрессии Bcl-2 на ранних стадиях ЛАГ 
ведет к активации апоптотической гибели 
ЭК, нарушению проницаемости ЭК барье-
ра и риску тромбообразования. На поздних 
стадиях увеличение экспрессии Bcl-2 в ЭК 
ограничивает механизмы, противодейству-
ющие гиперплазии интимы и фиброзу.

Заключение 

Апоптоз является важным фактором 
патологического ремоделирования артерий 
при ЛАГ. При развитии ЛАГ наблюдается 
активация апоптотической гибели ЭК, до-
стигающая максимальных значений через 
1 месяц после введения крысам МКТ; че-
рез 2 месяца эксперимента наблюдает-
ся переход апоптоза в некроз и снижение 
апоптического индекса.

Ингибирование антиапоптотических 
механизмов на ранних стадиях ЛАГ ведет 
к нарушению проницаемости ЭК барьера 
и риску тромбообразования. Апоптоз ЭК 
характеризуется уменьшением экспрессии 
антиапоптотического Bcl-2 при достаточно 
высоком значении экспрессии проапопто-
тического белка Bах. 

Полученные результаты могут быть 
использованы при разработке новых под-
ходов к патогенетической терапии ЛАГ.

Конфликт интересов. Авторы заявляют 
об отсутствии конфликта интересов.
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ASSESSMENT OF ENDOTHELIAL APOPTOSIS IN THE 
PULMONARY ARTERIES OF RATS WITH MONOCROTALINE-

INDUCED PULMONARY ARTERIAL HYPERTENSION

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a severe, rapidly progressing disease. Apoptosis 
of endothelial cells (EC) and their resistance to programmed death play a decisive role in the 
pathogenesis of PAH. It is assumed that the ratio of Bcl-2 and Bax proteins may be the main de-
terminant of cellular ability to apoptosis. The article presents the results of a study of pulmonary 
artery EC apoptosis in the dynamics of monocrotaline-induced PAH development.

Apoptosis is an important factor in arterial remodeling in PAH. With the development of 
PAH, activation of apoptotic death of EC reaches its maximum values 1 month after the begin-
ning of the experiment; 2 months after the introduction of monocrotaline (MCT) to rats, apop-
tosis transitions to necrosis and a decrease in the apoptotic index is observed.

Inhibition of anti-apoptotic mechanisms in the early stages of PAH leads to impaired per-
meability of the EC barrier and the risk of thrombosis. Apoptosis of EC is characterized by a 
decrease in the expression of the anti-apoptotic factor Bcl-2 with a fairly high expression value 
of the pro-apoptotic protein Baх.

Thus, the ratio of pro- and anti-apoptotic proteins of the Bcl-2 family plays a significant 
role in the development of pathological changes in the pulmonary arteries in rats with PAH.

Key words. Apoptosis, pulmonary arterial hypertension, monocrotaline, Bcl-2, Baх.
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