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Проведено иммуногистохимическое выявление матриксных металлопротеиназ (MMP) 2 и 9 в миокарде
левого желудочка сердца преждевременно рожденных (21 и 21.5 сут беременности) и доношенных (22 сут
беременности) крыс на 42, 56 и 180 сут постнатального периода онтогенеза. Интенсивность иммунопози-
тивного окрашивания оценивали полуколичественно. Преждевременное рождение приводит к повыше-
нию интенсивности иммунопозитивной реакции на MMP-2 и MMP-9 в стенке левого желудочка
сердца крыс. Повышение интенсивности позитивной реакции на MMP-2 в левом желудочке сердца крыс
наблюдается тем раньше, чем больше степень недоношенности. Интенсивность позитивной реакции на
MMP-9 в левом желудочке сердца самцов крыс растет с увеличением степени недоношенности. Повыше-
ние интенсивности позитивной реакции на MMP-2 и MMP-9 в стенке левого желудочка самок крыс
вследствие преждевременного рождения определяется исключительно у животных, рожденных на 21-е сут
беременности, то есть при большей степени недоношенности.
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Преждевременное рождение приводит к ремоде-
лированию миокарда в постнатальном периоде он-
тогенеза, что служит предпосылкой для раннего раз-
вития заболеваний сердечно-сосудистой системы у
недоношенных детей (Burchert, Lewandowski, 2019).
Одной из основных причин ремоделирования мио-
карда является нарушение баланса между синтезом
и деградацией межклеточного вещества. Известно,
что матриксные металлопротеиназы (ММР – matrix
metalloproteinase) не только разрушают белки меж-
клеточного вещества, но и модулируют синтез кол-
лагеновых волокон в строме миокарда (Li et al.,
2000). В избыточном накоплении коллагеновых во-
локон в миокарде при старении, а также при заболе-
ваниях сердечно-сосудистой системы ключевую
роль играют MMP-2 и MMP-9 (Matsusaka et al., 2006;
Meschiari et al., 2017; Попов и др., 2023). Выявление
MMP-2 и MMP-9 в миокарде преждевременно рож-
денных людей затруднено, так как требует проведе-
ния биопсии. Определение концентрации MMP-2 и

MMP-9 в плазме крови просто в исполнении, но не
дает детального представления об их тканевом ис-
точнике.

Таким образом, выявление MMP-2 и MMP-9 в
миокарде преждевременно рожденных животных в
эксперименте является актуальной задачей. Знание
конкретных механизмов ремоделирования стромы
миокарда вследствие преждевременного рождения
необходимо для определения эффективных мер про-
филактики или терапии заболеваний сердца у преж-
девременно рожденных людей (Gonçalves et al., 2022;
Villano et al., 2022).

Целью настоящего исследования является имму-
ногистохимическое выявление MMP 2 и MMP 9 в
миокарде левого желудочка сердца преждевременно
рожденных (21 и 21.5 сут беременности) и доношен-
ных (22 сут беременности) крыс на 42, 56 и 180 сут
постнатального периода онтогенеза.
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Дизайн исследования. Эксперимент проведен на
крысах Вистар обоего пола, которые составили груп-
пы: контрольная группа (n = 24, доношенные живот-
ные, продолжительность беременности 22 сут),
группа 1 (n = 30, преждевременно рожденные кры-
сы, продолжительность беременности 21.5 сут),
группа 2 (n = 30, преждевременно рожденные кры-
сы, продолжительность беременности 21 сут). Доно-
шенное и преждевременно рожденное потомство
получено от интактных самцов и самок крыс Вистар
в возрасте 2 мес. и весом 180–200 г. Самок крыс со-
держали в индивидуальных клетках, ежедневно на
основе цитологического анализа влагалищного со-
держимого определяли стадию эстрального цикла. В
стадию проэструса к самке на ночь подсаживали
самца. Утром следующего дня самца отсаживали,
для верификации коитуса проводили цитологиче-
ский анализ влагалищного содержимого крыс. В
случае обнаружения сперматозоидов во влагалищ-
ном мазке крыс, считали этот день первым днем бе-
ременности.

Полная продолжительность беременности крыс Ви-
стар составляет 22 сут (Saito et al., 2010; Shynlova et al.,
2010). В результате естественных родов в срок были
получены доношенные животные (контрольная
группа). Для получения преждевременно рожденно-
го потомства беременным крысам однократно под-
кожно вводили мифепристон (1 мл, 10 мг на 1 кг мас-
сы тела; Sigma-Aldrich, США) (Dudley et al., 1996).
Введение мифепристона крысам на 20.5 сут беремен-
ности приводило к появлению потомства на 21.5 сут
беременности (группа 1). Введение мифепристона
крысам на 20 сут беременности приводило к появле-
нию потомства на 21 сут беременности (группа 2).

Преждевременно рожденных и доношенных
крыс содержали в стандартных условиях вивария и
выводили из эксперимента на 42, 56 и 180 сут пост-
натального периода онтогенеза асфиксией углекис-
лым газом. Сердце крыс фиксировали в забуферен-
ном формалине рН 7.0 (Биовитрум, Россия) не более
24 ч. Затем образцы промывали, обезвоживали и за-
ливали в парафиновую смесь Histomix (Биовитрум,
Россия). Срезы толщиной 5 мкм получали на авто-
матическом микротоме HM335S (Thermo Fisher Sci-
entific, Китай).

Иммуногистохимическое исследование. После де-
парафинизации и регидратации срезы подвергали
высокотемпературной демаскировке антигенов в
цитратном буфере рН 6.0 (Abcam, Великобритания).
В качестве первичных антител использовали моно-
клональные мышиные антитела NCL-MMP-2-507
(Novocastra, Великобритания) и NCL-MMP-9-439
(Novocastra, Великобритания) в разведении 1 : 500.
Для визуализации иммуногистохимической реак-
ции использовали набор Mouse and Rabbit Specific
HRP/DAB IHC Detection Kit – Micro-polymer (Ab-

cam, Великобритания). Ядра клеток докрашивали
гематоксилином Джилла (Биовитрум, Россия).

Морфометрия и статистическая обработка данных.
Развитие иммунного окрашивания анализировали в
стенке левого желудочка сердца на поперечных сре-
зах на уровне сосочковых мышц. Интенсивность
иммуногистохимической реакции оценивали полу-
количественно: 0 – отсутствие иммуногистохимиче-
ской реакции, 1 – иммуногистохимическая реакция
низкой интенсивности (иммунопозитивные струк-
туры занимают менее 20% площади среза), 2 – уме-
ренная интенсивность (иммунопозитивные струк-
туры занимают 20–70% площади среза), 3 – высокая
интенсивность (иммунопозитивные структуры за-
нимают более 70% площади среза). Интенсивность
иммунного окрашивания определяли визуально, не
менее чем в 10 полях зрения каждого среза. Полуко-
личественные данные анализировали с использова-
нием критериев Шапиро–Уилка и Манна–Уитни
(Цорин, 2020), применяя SPSS 16.0 (IBM, США).
Данные представлены в виде медианы и интерквар-
тильного размаха: Ме (Q1; Q3). Различия между по-
казателями считали достоверными при уровне зна-
чимости p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Получение преждевременно рожденного потомства.

Введение беременным самкам антипрогестинов яв-
ляется физиологической, безопасной (нетоксичной)
для потомства и надежной моделью индукции преж-
девременных родов у крыс (Cadepond et al., 1997;
Кузьминых, Петросян, 2009). Во всех случаях через
20–24 ч после инъекции беременным крысам мифе-
пристона наблюдали начало родов. В группе 2 на-
блюдали гибель отдельных особей в потомстве в те-
чение 1–2-х сут постнатального периода онтогенеза,
которая объясняется выраженной степенью недоно-
шенности и трудностью постнатальной адаптации
рожденных на 21-е сут пренатального периода онто-
генеза крыс.

Локализация MMP-2 и MMP-9 при иммунном
окрашивании в стенке левого желудочка сердца крыс.
В стенке левого желудочка сердца самцов и самок
крыс контрольной группы, групп 1 и 2 с 42 по 180 сут
постнатального периода онтогенеза позитивно
окрашенные на MMP-2 и MMP-9 структуры лока-
лизуются диффузно, однако количество окрашен-
ных структур визуально больше в субэндокардиаль-
ных участках миокарда и сосочковых мышцах. В ис-
следуемые сроки позитивное окрашивание на
MMP-2 и MMP-9 в стенке левого желудочка крыс
контрольной группы, групп 1 и 2 определяется в ци-
топлазме эндотелиоцитов эндокарда и кровеносных
сосудов миокарда, фибробластов миокарда, мезоте-
лиоцитов эпикарда, тучных клеток и макрофагов
миокарда, а также в межклеточном веществе пери-
васкулярной и интерстициальной стромы миокарда
(рис. 1). Кроме того, в левом желудочке крыс групп 1



ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 5  2023

ИММУНОГИСТОХИМИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ МАТРИКСНЫХ 485

и 2 на 42, 56 и 180 сут постнатального периода онто-
генеза наблюдается позитивное окрашивание на
MMP-9 цитоплазмы кардиомиоцитов (рис. 2). На-
блюдаемое распределение окрашивания на MMP-2
и MMP-9 в миокарде согласуется с данными из лите-
ратуры (Bellafiore et al., 2003).

Интенсивность иммунного окрашивания на MMP-2 в
стенке левого желудочка крыс. Интенсивность пози-
тивной реакции на MMP-2 в стенке левого желудоч-
ка преждевременно рожденных и доношенных крыс
представлена в табл. 1. Интенсивность окрашивания
на MMP-2 в левом желудочке сердца самок крыс
контрольной группы превышает таковую у самцов
крыс контрольной группы на 180 сут постнатального
периода онтогенеза. У крыс групп 1 и 2 не обнаруже-
но связанных с полом отличий интенсивности реак-
ции MMP-2 левого желудочка с 42 по 180 сут постна-
тального периода онтогенеза. У самцов крыс группы 1
интенсивность позитивной реакции MMP-2 в стен-
ке левого желудочка выше, чем у самцов крыс кон-
трольной группы и группы 2 на 42 и 180 сут постна-
тального периода онтогенеза. У самцов и самок крыс
группы 2 интенсивность реакции MMP-2 в стенке

левого желудочка сердца выше, чем у самцов и самок
крыс контрольной группы и группы 1 на 56 сут пост-
натального периода онтогенеза (табл. 1).

Интенсивность иммунного окрашивания на MMP-9 в
стенке левого желудочка сердца крыс. Интенсивность
позитивной реакции MMP-9 в стенке левого желу-
дочка преждевременно рожденных и доношенных
крыс представлена в табл. 1. В контрольной группе
не выявлено связанных с полом отличий интенсив-
ности реакции MMP-9 в левом желудочке крыс. У
самцов крыс группы 1 интенсивность окрашивания
на MMP-9 в левом желудочке сердца выше, чем у са-
мок крыс группы 1 на 180 сут постнатального периода
онтогенеза. В группе 2 интенсивность окрашивания на
MMP-9 в левом желудочке самцов превышает анало-
гичный показатель самок на 42 сут постнатального
периода онтогенеза. Интенсивность окрашивания
на MMP-9 в левом желудочке сердца самцов крыс
группы 1 выше, чем у самцов крыс контрольной
группы на 42 и 180 сут постнатального периода онто-
генеза. Напротив, исследуемый показатель самок
крыс группы 1 не отличается от таковых самок крыс
контрольной группы на всем протяжении экспери-

Рис. 1. Срез стенки левого желудочка сердца самцов крыс на 180 сут постнатального периода онтогенеза в контрольной груп-
пе (а, 22 сут беременности), группе 1 (б, срок беременности 21.5 сут) и в группе 2 (в, срок беременности 21 сут). Иммуноги-
стохимическая реакция на MMP-2, докраска гематоксилином Джилла. а – Иммунопозитивны межклеточное вещество и ин-
терстициальные клетки периваскулярной стромы миокарда, интенсивность иммунопозитивной реакции – 1 балл. б, в – Им-
мунопозитивны эндотелиоциты кровеносных сосудов и межклеточное вещество интерстициальной стромы миокарда,
интенсивность реакции – 2 балла.

100 мкм 50 мкма б в100 мкм

Рис. 2. Срез стенки левого желудочка сердца самцов крыс на 180 сут постнатального периода онтогенеза в контрольной груп-
пе (а, 22 сут беременности), группе 1 (б, срок беременности 21.5 сут) и в группе 2 (в, срок беременности 21 сут). Иммуноги-
стохимическая реакция на MMP-9, докраска гематоксилином Джилла. а – Иммунопозитивно межклеточное вещество пери-
васкулярной стромы миокарда, интенсивность реакции – 1 балл. б, в – Имунопозитивны эндотелиоциты кровеносных сосу-
дов и кардиомиоциты, интенсивность реакции – 3 балла.

50 мкм50 мкм50 мкма б в
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мента. Интенсивность окрашивания на MMP-9 в ле-
вом желудочке самцов крыс группы 2 выше, чем со-
ответствующий показатель самцов крыс контроль-
ной группы в период с 42 по 180 сут, а также выше
соответствующего показателя самцов крыс группы 1
на 42 и 56 сут постнатального периода онтогенеза.
Интенсивность окрашивания на MMP-9 в левом же-
лудочке сердца самок крыс группы 2 выше, чем в
контрольной группе на 42 сут постнатального пери-
ода онтогенеза (табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ

Межклеточное вещество не только определяет ме-
ханическую прочность миокарда, но и формирует
микроокружение, оказывающее регуляторное влияние
на клетки миокарда. Межклеточное вещество работает
как резервуар цитокинов, матриксинов, некодирую-
щих РНК, модулирующих различные клеточные про-
цессы: клеточный цикл, дифференцировку, мигра-
цию и гибель клетки (Silva et al., 2021). Преобразование
межклеточного вещества важно для функционирова-
ния миокарда в норме и при патологии. Однако иссле-
дования экспрессии и активности ММР в миокарде
преждевременно рожденных детей единичны. В на-
стоящее время у преждевременно рожденных детей
изучена только сывороточная концентрация MMP-2
и MMP-9 в период новорожденности (Schulz et al.,
2004; Yan et al., 2020).

В раннем постнатальном периоде онтогенеза пре-
образование межклеточного вещества связано, в
первую очередь, с продолжающимися процессами
кардиоморфогенеза. Преждевременное рождение

ассоциировано со структурной и функциональной
незрелостью миокарда, вегетативной и эндокрин-
ной систем, антиоксидантной системы, что может
приводить к особенностям формирования и роста
сердца (Ходкевич и др., 2020). Для оценки влияния
преждевременного рождения на постнатальный
кардиоморфогенез ранее мы проанализировали ин-
тенсивность иммунного окрашивания на MMP-2 и
MMP-9 в миокарде крыс в ранние сроки постна-
тального периода онтогенеза (Иванова и др., 2022).
Установлено влияние преждевременного рождения
исключительно на интенсивность иммунного окра-
шивания на MMP-9 в миокарде крыс с 7 по 21 сут
постнатального периода онтогенеза, тогда как ин-
тенсивность позитивного окрашивания на MMP-2 в
миокарде преждевременно рожденных и доношен-
ных крыс не отличалась (Иванова и др., 2022).

В отдаленном постнатальном периоде онтогенеза
ремоделирование миокарда является отражением
действия стрессовых факторов (например, повы-
шенных гемодинамических нагрузок), а также след-
ствием закономерных процессов старения. Известен
эффект женских половых гормонов на ремоделиро-
вание соединительной ткани миокарда (Volos-
henyuk, Gardner, 2010), однако исследования содер-
жания или активности MMP-2 и MMP-9 в миокарде
человека или животных с разной степенью недоно-
шенности с учетом гендерных различий не проводи-
лись.

В настоящих экспериментах продемонстрирова-
но, что преждевременное рождение приводит к по-
вышению интенсивности иммунопозитивной реак-
ции на MMP-2 и ММР-9 в стенке левого желудочка

Таблица 1. Динамика показателей интенсивности иммуногистохимической реакции в левом желудочке сердца крыс
контрольной группы (22 сут беременности) и преждевременно рожденных на 21.5 сут (группа 1) и на 21 сут (группа 2)
беременности

Примечание. Данные представлены в виде медианы (Me), нижнего (Q1) и верхнего (Q3) квартилей. Различия достоверны при p ≤ 0.05
при сравнении с соответствующим показателем: (а) – у самцов крыс, (б) – на предыдущем сроке, (в) – в контрольной группе, (г) – в
группе 1.

Группа

Постнатальный период онтогенеза, сут

42 56 180

самцы самки самцы самки самцы самки

Интенсивность MMP-2-позитивной реакции в стенке левого желудочка сердца преждевременно рожденных 
и доношенных крыс, баллы, Me (Q1; Q3)

Контрольная 1.0 (0; 1.0) 1.0 (0; 1.0) 1.0 (0.8; 1.3) 1.0 (1.0; 1.3) 1.0 (1.0; 1.3) 2.0 (1.0; 3.0)a, б

1 1.0 (1.0; 2.0)в 1.0 (1.0; 1.3) 1.0 (1.0; 1.0) 1.0 (1.0; 1.0) 2.0 (2.0; 3.0)б, в 2.5 (1.0; 3.0)б

2 1.0 (0; 1.0)г 1.0 (0; 1.0) 2.0 (1.0; 2.3)б, в, г 2.0 (1.8; 3.0)б, в, г 1.0 (1.0; 2.0)г 1.5 (1.0; 2.3)

Интенсивность MMP-9-позитивной реакции в стенке левого желудочка сердца преждевременно рожденных 
и доношенных крыс, баллы, Me (Q1; Q3)

Контрольная 0.5 (0; 1.0) 1.0 (0; 1.0) 0 (0; 1.0) 1.0 (1.0; 1.0) 1.0 (1.0; 1.0) 1.0 (1.0; 2,0)
1 1.0 (1.0; 1.3)в 1.0 (1.0; 1.0) 1.0 (0; 1.0) 1.0 (1.0; 2.0) 2.0 (1.8; 3.0)б, в 1.0 (1.0; 2.0)a

2 2.0 (2.0; 3.0)в, г 1.5 (1.0; 2.0)a, в 2.0 (1.0; 2.3)в, г 1.0 (1.0; 2.0) 2.0 (1.0; 2.3)в 2.0 (1.0; 2.0)
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сердца половозрелых животных. Выраженное повы-
шение интенсивности реакции MMP-2 в левом же-
лудочке сердца крыс наблюдается тем раньше, чем
больше степень недоношенности. Интенсивность
реакции MMP-9 в левом желудочке сердца самцов
крыс больше при более выраженной степени недо-
ношенности. Повышение интенсивности окраши-
вания на MMP-2 и ММР-9 в стенке левого желудоч-
ка сердца самок крыс вследствие преждевременного
рождения определяется исключительно в группе 2,
то есть при большей степени недоношенности. Та-
ким образом, модулирующий эффект женских поло-
вых гормонов на ремоделирование миокарда ниве-
лируется при большей степени недоношенности.

Данные экспериментов и клинических наблюде-
ний указывают на развитие у преждевременно рож-
денных животных и человека в отдаленном периоде
постнатального онтогенеза диффузного миокар-
диального фиброза (Bertagnolli et al., 2014; Lewand-
owski et al., 2021). ММР-2 и ММР-9 оказывают двоя-
кое действие на межклеточный матрикс. С одной
стороны, ММР-2 и ММР-9 разрушают нефибрил-
лярные коллагены, денатурированные фибрилляр-
ные коллагены, фибронектин, ламинин, эластин и
др. (DeCoux et al., 2014). С другой стороны, в резуль-
тате деградации компонентов межклеточного веще-
ства образуются биологически активные продукты –
матриксины, многие из которых являются стимуля-
торами коллагеногенеза. К примеру, эндостатин,
который образуется в результате деградации колла-
гена XVIII типа посредством ММР-9, индуцирует
пролиферацию и миграцию миофибробластов (Sugi-
yama et al., 2018). Фрагмент р1158/59 – продукт де-
градации коллагена I типа при действии MMP-2 и
MMP-9 – стимулирует образование грануляцион-
ной ткани при повреждении (Lindsey et al., 2015).
Кроме того, MMP-2 способствует активации транс-
формирующего фактора роста бета, одной из функ-
ций которого является индукция экспрессии колла-
гена и фибронектина (Wang M. et al., 2006).

Известно, что повышенная активность MMP-2
приводит к увеличению жесткости и снижению со-
кратительной функции миокарда (Wang G.Y. et al.,
2006). Выраженность интерстициального фиброза,
вызванного повышенной постнагрузкой на левый
желудочек сердца, значительно ниже у животных,
нокаутных по MMP-2 (Matsusaka et al., 2006). Воз-
растные изменения миокарда, заключающиеся в на-
коплении коллагеновых волокон в его строме, реа-
лизуются, в том числе, за счет MMP-9. При старении
удельный объем коллагеновых волокон в строме
миокарда левого желудочка сердца и его жесткость у
животных дикого типа выше, чем у животных, нока-
утных по MMP-9 (Chiao et al., 2012; Padmanabhan et
al., 2016). Есть мнение, что повышенная концентра-
ция MMP-9 в сыворотке может использоваться в ка-
честве предиктора фиброза миокарда левого желу-
дочка у пациентов с сердечной недостаточностью
(Çelik et al., 2020).

По результатам настоящего исследования можно
заключить, что преждевременное рождение приво-
дит к увеличению интенсивности иммунного окра-
шивания MMP-2 и MMP-9 в миокарде левого желу-
дочка крыс в отдаленном периоде постнатального
онтогенеза, которое вносит вклад в ремоделирова-
ние сердца.

Важно заметить, что иммуногистохимическое
выявление MMP-2 и MMP-9 не позволяет сделать
вывод об их активности. Исследование активности
MMP, а также изучение соотношения MMP и их ин-
гибиторов необходимо для более глубокого понима-
ния механизма ремоделирования миокарда у преж-
девременно рожденных животных.
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Immunohistochemical Study of Matrix Metalloproteinases 2 and 9 in the Left Ventricle
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Immunohistochemical detection of matrix metalloproteinases (MMP) 2 and 9 was carried out in the myocardium
of the left ventricle of prematurely born (21 and 21.5 days of gestation) and full-term (22 days of gestation) rats at 42,
56 and 180 days of the postnatal period of ontogenesis. The intensity of immunopositive staining was assessed by a
scoring system. Preterm birth leads to an increase in the intensity of the immunopositive reaction to MMP-2 and
MMP-9 in the wall of the left ventricle of rats. An increase in the intensity of the MMP-2 positive reaction in the left
ventricle of rats is observed the earlier, the greater the degree of prematurity. The intensity of the MMP-9 positive reaction
in the left ventricle of male rats is greater with a more pronounced degree of prematurity. An increase in the intensity of the
MMP-2 and MMP-9 positive reaction in the wall of the left ventricle of female rats due to preterm birth is determined
exclusively in animals born on the 21st day of pregnancy, that is, with a greater degree of prematurity.

Keywords: preterm birth, rats, left ventricle, heart, matrix metalloproteinases


