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Изучено влияние преждевременного рождения на экспрессию матриксных металлопротеиназ
(ММР2 и ММР9) в стенке левого желудочка сердца крыс в раннем постнатальном периоде онтоге-
неза (до 21 сут). В эксперименте иммуногистохимически исследованы фрагменты сердца прежде-
временно рожденных (срок гестации – 21 и 21.5 сут) и доношенных (срок гестации – 22 сут) крыс
Вистар на 7 и 21 сут постнатального периода онтогенеза. Преждевременное рождение не оказывает
эффекта на паттерн иммуногистохимического окрашивания MMP2 в стенке левого желудочка
крыс, тогда как содержание MMP9 снижается на 7 сут и увеличивается на 21 сут постнатального пе-
риода онтогенеза, по сравнению с таковой доношенных крыс.
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Преждевременное рождение у человека (ранее
37 полных недель беременности) является гло-
бальной проблемой. Ежегодно свыше 15 млн детей
рождаются до срока, из них 85% – на 32–36 неделе
беременности (Blencowe et al., 2012). Преждевре-
менные роды могут быть вызваны соматической
патологией матери, индуцированы ятрогенно
или же являются спонтанными (Walani, 2020).

В настоящее время не вызывает сомнения на-
личие связи преждевременного рождения с изме-
ненным фенотипом сердца и повышенным риском
развития сердечно-сосудистых заболеваний во
взрослом возрасте (Lewandowski et al., 2020). У
преждевременно рожденных детей в возрасте 13 и
25 лет показан меньший размер желудочков (Goss
et al., 2020), в возрасте 25 лет продемонстрировано
снижение ударного и конечного диастолического
объемов обоих желудочков, в сравнении с тако-
выми у доношенных сверстников (Lapidaire et al.,
2021). В возрасте 18–40 лет у детей, рожденных
ранее 37 недель беременности, показано сниже-
ние миокардиального резерва (Huckstep et al.,
2018), а также более значимая связь между систо-
лическим артериальным давлением и массовым
индексом левого желудочка, чем у доношенных
сверстников (Mohamed et al., 2021). У детей, рож-
денных ранее 37 недель беременности, в возрасте
30–34 лет продемонстрирован более высокий риск

развития ишемической болезни сердца (Crump
et al., 2019). Рождение ранее 32 недель беременно-
сти является риском раннего развития гиперто-
нической болезни и сердечной недостаточности
(Carr et al., 2017).

Установление начальных структурно-функци-
ональных изменений в сердце преждевременно
рожденных детей необходимо для понимания ме-
ханизма развития у них сердечно-сосудистых за-
болеваний во взрослом возрасте. Основной массив
клинических данных получен с помощью методов
функциональной диагностики, таких как МРТ,
ЭКГ, УЗИ (Crump et al., 2019; Goss et al., 2020; Le-
wandowski et al., 2020; Mohamed et al., 2021), и не
позволяет детально охарактеризовать гистологи-
ческие и цитологические особенности миокарда
преждевременно рожденных детей. Таким образом,
актуальным для изучения влияния преждевремен-
ного рождения на строение и функционирование
миокарда является проведение эксперименталь-
ных исследований.

Ремоделирование межклеточного матрикса иг-
рает важную роль в регуляции пролиферации, диф-
ференцировки, миграции и гибели клеток как в
норме, так и при патологии (Silva et al., 2021). Преж-
девременное рождение ассоциировано с развити-
ем окислительного стресса (Falsaperla et al., 2020),
одним из эффектов которого является активация
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матриксных металлопротеиназ (Siwik, Colucci,
2004). Патогенетическая роль матриксных метал-
лопротеиназ в ремоделировании сердца в результа-
те преждевременного рождения не изучена. Цель
данного исследования заключается в установлении
влияния преждевременного рождения на экспрес-
сию матриксных металлопротеиназ в сердце крыс
в раннем постнатальном периоде онтогенеза.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В эксперименте использовали крыс Вистар

обоего пола, из которых были сформированы
3 группы: контрольная группа (доношенные жи-
вотные, продолжительность беременности 22 сут,
10 особей), 1 группа (недоношенные крысы, про-
должительность беременности 21.5 сут, 10 особей) и
2 группа (недоношенные крысы, продолжитель-
ность беременности 21 сут, 10 особей). Для полу-
чения потомства, к самкам крыс Вистар (3 мес,
180 ± 20 г) в стадии проэструса полового цикла на
ночь подсаживали самцов крыс линии Вистар
(2 мес, 180 ± 20 г). Утром следующего дня анали-
зировали влагалищные мазки самок крыс и считали
первым днем беременности день обнаружения у
самок во влагалищном мазке сперматозоидов.
Индукцию преждевременных родов на 21 и 21.5 сут
беременности осуществляли подкожным введе-
нием крысам мифепристона (1 мл, 10 мг/кг массы
тела, “Sigma-Aldrich”, США) на 20 и 20.5 сут бере-
менности соответственно (Dudley et al., 1996).
Выведение потомства из эксперимента осуществ-
ляли на 7 и 21 сут постнатального периода онтоге-
неза асфиксией CO2. Крыс содержали в стандарт-
ных условиях вивария. Протокол исследования
одобрен решением ЛЭК ФГБОУ ВО СибГМУ
Минздрава России № 8475/1 от 30.11.2020.

Животных и их сердца взвешивали на лабора-
торных весах (“HL-100", Япония) для подсчета
относительной массы сердца по формуле: [масса
сердца (г)/масса крысы (г)] × 100%. Сердца крыс
фиксировали 12–24 ч в забуференном (pH 7.4)
формалине (“БиоВитрум”, Россия), промывали в
проточной воде, обезвоживали в Isoprep (“Био-
Витрум”) и пропитывали парафиновой смесью
HISTOMIX (“БиоВитрум”). Приготовленные на
автоматическом микротоме HM355S (“Thermo
Fisher Scientific”, Китай) срезы толщиной 5 мкм
использовали для иммуногистохимического ана-
лиза.

На полученных срезах выявляли матриксные
металлопротеиназы 2 и 9, используя в качестве
первичных антител NCL-MMP2-507 и NCL-
MMP9-439 (“Novocastra”, Германия) в разведении
1 : 500. Проводили высокотемпературную демас-
кировку антигенов в цитратном буфере (0.01 М;
рН 6.0). Для минимизации неспецифического
окрашивания срезы инкубировали в течение
10 мин с “Peroxidase Block” (“Abcam”, Велико-

британия), а затем в течение 10 мин с “Protein
Block” (“Abcam”). Срезы инкубировали с первич-
ными антителами в течение 45 мин при темпера-
туре 25°С. Иммуногистохимическую реакцию ви-
зуализировали c помощью. системы детекции
“Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB IHC Detec-
tion Kit – Micro-polymer” (“Abcam”), после чего
срезы докрашивали гематоксилином Джилла. По-
становку отрицательного контроля антител осу-
ществляли нанесением на срезы вместо первичных
антител раствора для разведения антител “Ab Di-
luent” (“Abcam”). Реакцию оценивали в стенке
левого желудочка сердца экспериментальных жи-
вотных.

Исследование и фотосъемку микропрепаратов
проводили c помощью светового микроскопа Ax-
ioscope 40 (“Zeiss”, Германия) и цифровой камеры
CanonG5 (“Canon”, Китай).

На фотографиях, полученных с гистологиче-
ских препаратов, с помощью программы ImageJ
1.48 (“NIH”, США) измеряли толщину стенки ле-
вого желудочка крыс.

Статистический анализ проведен c помощью
SPSS 16.0 (“IBM”, США) с использованием кри-
териев Шапиро–Уилка и Манна–Уитни. Данные
представлены в виде медианы и квартилей –
Ме(Q1; Q3). Различия между показателями счита-
ли достоверными при уровне значимости p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Получение преждевременно рожденного потом-

ства. Инъекция мифепристона беременным крысам
является надежным способом индукции прежде-
временных родов. Введение мифепристона на 20
и 20.5 сут беременности крысам приводит к началу
родов через 18–24 ч. Полученное преждевременно
рожденное потомство является жизнеспособным.
Отмечали гибель отдельных особей на 1–3 сут
постнатального периода онтогенеза среди крыс
2-ой группы. Стоит отметить, что крысы, рож-
денные на 36 ч ранее срока, являются нежизне-
способными.

В ходе постнатального периода онтогенеза от-
мечается увеличение массы крыс всех исследуемых
групп. Масса крыс 1-ой и 2-ой групп на 7 и 21 сут
постнатального периода онтогенеза меньше, чем
масса крыс контрольной группы (табл. 1). На 21 сут
постнатального периода онтогенеза минимальные
значения массы тела отмечены у крыс 2-ой группы.

Характеристика сердца преждевременно рож-
денных крыс. Значения относительной массы
сердца и толщины стенки левого желудочка экс-
периментальных животных отражены в табл. 1.
На 7 сут постнатального периода онтогенеза не
наблюдается отличия относительной массы серд-
ца и толщины стенки левого желудочка крыс кон-
трольной, 1-ой и 2-ой групп. Относительная мас-
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са сердца крыс 2-ой группы превышает соответ-
ствующий показатель крыс контрольной и 1-ой
групп на 21 сутки постнатального периода онто-
генеза. Толщина стенки левого желудочка крыс
контрольной, 1-ой и 2-ой групп возрастает в ходе
постнатального периода онтогенеза. На 21 сут
постнатального периода онтогенеза толщина стен-
ки левого желудочка крыс контрольной группы
превышает соответствующий показатель сердца
крыс 1-ой и 2-ой групп.

Выявление MMP2 в стенке левого желудочка
преждевременно рожденных крыс. У крыс кон-
трольной, 1-ой и 2-ой групп в стенке левого желу-
дочка в наблюдаемые сроки определяется схожий
паттерн MMP2-позитивного окрашивания. Им-
мунопозитивное окрашивание характерно для
эндотелиоцитов эндокарда, фибробластов мио-
карда, мезотелиоцитов эпикарда и эндотелиоцитов
кровеносных сосудов сердца крыс. На 7 сут пост-
натального периода онтогенеза MMP2-позитивное
окрашивание характеризуется умеренной интен-
сивностью и наиболее выражено в субэпикар-
диальных участках стенки левого желудочка крыс
(рис. 1). На 21 сут постнатального периода онто-
генеза в стенке левого желудочка крыс определя-
ется диффузное MMP2-позитивное окрашивание
высокой интенсивности (рис. 1). У крыс 2-ой
группы на 21 сут постнатального периода онтоге-
неза определяется более выраженная MMP2-по-
зитивная реакция периваскулярной стромы, чем
у крыс контрольной и 1-ой групп.

Выявление MMP9 в стенке левого желудочка
преждевременно рожденных крыс. MMP9-пози-

тивное окрашивание определяется в стенке лево-
го желудочка крыс всех исследуемых групп на 7 и
21 сут постнатального периода онтогенеза. Коли-
чество MMP9-позитивных структур в стенке ле-
вого желудочка возрастает в ходе онтогенеза у
крыс контрольной, 1-ой и 2-ой групп. Иммуно-
позитивными являются эндотелиоциты эндокарда,
фибробласты миокарда, мезотелиоциты эпикар-
да и эндотелиоциты кровеносных сосудов сердца
крыс. На 7 и 21 сут постнатального периода онтоге-
неза MMP9-позитивное окрашивание определяет-
ся в эндокарде, субэндокардиальных и субэпикар-
диальных участках миокарда левого желудочка
крыс (рис. 2). Количество иммунопозитивных
структур, а также степень интенсивности иммун-
ного окрашивания на 7 сут постнатального пери-
ода онтогенеза представляется большей в стенке
левого желудочка крыс контрольной группы, по
сравнению с таковыми животных 1-ой и 2-ой
групп. На 21 сут постнатального периода онтоге-
неза количество MMP9-позитивных структур, а
также степень интенсивности иммунного окра-
шивания в стенке левого желудочка крыс кон-
трольной группы визуально меньшие, чем у жи-
вотных 1-ой и 2-ой групп.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В раннем постнатальном периоде онтогенеза

возрастающая гемодинамическая нагрузка индуци-
рует структурные преобразования в сердце, затра-
гивающие как клетки, так и межклеточное веще-
ство. Ремоделирование межклеточного вещества в
ходе постнатального кардиоморфогенеза является

Таблица 1. Морфометрические показатели преждевременно рожденных крыс и их сердца, Me(Q1;Q3)

Примечание. Контрольная группа – срок гестации 22 сут, 1-ая группа – срок гестации 21.5 сут, 2-ая группа – срок гестации
21 сут. Различия достоверны при p ≤ 0.05 при сравнении с соответствующим показателем (а) на предыдущем сроке, (б) в кон-
трольной группе, (в) в 1-ой группе.

Экспериментальная группа
Срок постнатального периода онтогенеза, сут

7 21

Масса крыс, г
контрольная группа 15.2 (14.7; 16.3) 43.7 (41.4; 47.1)а

группа 1 13.7 (12.4; 14.6)б 44.3 (40.7; 49.3)а

группа 2 12.1 (11.3; 13.3)б 37.5 (35.5; 40.2)а, б, в

Относительная масса сердца, %
контрольная группа 0.73 (0.67; 0.75) 0.73 (0.68; 0.77)
группа 1 0.73 (0.69; 0.81) 0.75 (0.67; 0.81)
группа 2 0.74 (0.68; 0.80) 0.80 (0.75; 0.85)б

Толщина стенки левого желудочка сердца, мкм
контрольная группа 719.2 (682.9; 811.4) 1140.4 (975.6; 1250.3)а

группа 1 743.3 (695.1; 811.4) 832.1 (748.4; 917.3)а, б

группа 2 693.7 (655.6; 786.8) 871.8 (855.6; 943.7)а, б
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нормальным процессом, заключающимся в сба-
лансированных процессах деградации и синтеза
его компонентов. В ходе постнатального периода
онтогенеза в сердце показано снижение экспрес-
сии фибронектина, гиалуроновой кислоты и про-
теогликанов и накопление коллагенов (I и III ти-
пов) и ламинина (Silva et al., 2021). Накопление
коллагенов в межклеточном веществе миокарда
способствует увеличению степени упорядоченно-
сти миофибрилл в цитоплазме кардиомиоцитов, а
также ассоциировано с угнетением активности кле-
точного цикла кардиомиоцитов (Yahalom-Ronen
et al., 2015).

Мишенями MMP2 и MMP9 являются компо-
ненты межклеточного матрикса (коллагены I и IV
типов, ламинин), цитокины и хемокины (DeCoux
et al., 2014). Результаты экспериментальных ис-
следований свидетельствуют о множественных,
подчас противоположных эффектах матриксных
металлопротеиназ в сердце, реализуемых различ-
ными механизмами. MMP2 и MMP9, разрушая
компоненты межклеточного вещества, влияют на
его архитектонику. Кроме того, продукты дегра-
дации компонентов межклеточного вещества –
матрикины – являются биологически активными
молекулами. В частности, матрикины, образую-
щиеся в результате частичного протеолиза MMP2
и MMP9 коллагена I типа, регулируют электриче-
скую активность и клеточную гибель кардиомиоци-
тов, пролиферацию и миграцию миофибробластов,

модулируют ангиогенез, являются мощными акти-
ваторами нейтрофильных гранулоцитов, служат
хемоаттрактантами макрофагов и тучных клеток,
а также способны модулировать экспрессию и ак-
тивность самих матриксных металлопротеиназ
(Maquart et al., 2004). Стоит отметить, что содер-
жание матриксных металлопротеиназ в раннем
постнатальном периоде онтогенеза в норме изу-
чена недостаточно (Kandasamy et al., 2010).

Преждевременное рождение крыс ассоциирова-
но с меньшей массой тела в раннем постнатальном
периоде онтогенеза. Меньшая масса преждевре-
менно рожденных животных, вероятно, является
причиной более низких абсолютных морфомет-
рических показателей сердца, таких как толщина
стенки левого желудочка. Для выявления законо-
мерностей, не связанных с размерами животных,
предпочтительно анализировать относительные
морфометрические показатели сердца.

Нами продемонстрировано, что у преждевре-
менно рожденных крыс наблюдается увеличение
относительной массы сердца уже в раннем постна-
тальном периоде онтогенеза. Одним из возможных
механизмов ремоделирования сердца является из-
менение активности матриксных металлопротеи-
наз, которое может наблюдаться с первых дней
постнатального периода онтогенеза и приводить
к ранним структурным изменениям стенки серд-
ца (Tong et al., 2011).

Рис. 1. Фрагмент стенки левого желудочка крысы контрольной группы – срок гестации 22 сут (а, г), 1-ой группы –
срок гестации 21.5 сут (б, д), 2-ой группы – срок гестации 21 сут (в, е) на 7 и 21 сут постнатального периода онтогенеза.
Иммуногистохимическая реакция на MMP2 с докраской гематоксилином Джилла. MMP2-позитивное окрашивание
умеренной (а, б, в) и высокой (г, д, е) интенсивности.
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Показано, что преждевременное рождение ас-
социировано с окислительным стрессом (Fals-
aperla et al., 2020). Активные формы кислорода и
азота индуцируют транскрипцию генов матрикс-
ных металлопротеиназ, а также непосредственно
активируют проферменты (Siwik, Colucci, 2004;
Bavineni et al., 2019). Известно, что у детей, рож-
денных на 33–36 неделе беременности актив-
ность MMP2 и MMP9 в ходе 1 мес. постнатального
периода онтогенеза выше, чем у детей, рожденных в
срок (Schulz et al., 2004). Увеличение активности
MMP2 и MMP9 в плазме крови продемонстриро-
вано в раннем постнатальном периоде онтогенеза
у детей с врожденными дефектами межжелудоч-
ковой перегородки. Активность матриксных ме-
таллопротеиназ положительно коррелирует со
степенью тяжести заболевания (Cheng et al., 2013).
Какое влияние оказывает преждевременное рож-
дение на содержание матриксных металлопроте-
иназ в сердце в раннем постнатальном периоде
онтогенеза не изучено.

Деградация компонентов межклеточного веще-
ства матриксными металлопротеиназами в раннем
постнатальном периоде онтогенеза наблюдается
при увеличении размеров и изменении формы
кардиомиоцитов, а также при установлении кле-
точных контактов между ними. Показано, что ги-
пертрофия кардиомиоцитов сопровождается ак-
тивацией ММР2 (Verzola et al., 2006). Нами про-
демонстрирован высокий уровень экспрессии

ММР2 в стенке левого желудочка как доношенных,
так и преждевременно рожденных крыс в период,
соответствующий активному гипертрофическому
росту миокарда (7 и 21 сут постнатального перио-
да онтогенеза).

Ангиогенез, активно протекающий в сердце
крыс в раннем постнатальном периоде онтогенеза,
индуцируется ММР9 и сопровождается повыше-
нием активности ММР2 (Bellafiore et al., 2013).
Экспрессия MMP2 и MMP9 в эндотелиоцитах
развивающихся кровеносных сосудов в субэпи-
кардиальных участках миокарда свидетельствует
об их участии в ангиогенезе.

Интересным представляется тот факт, что экс-
прессия ММР9 в сердце преждевременно рож-
денных крыс на 21 сут постнатального периода
онтогенеза превышает таковую у контрольных
животных. Известно, что MMP9 играет ключевую
роль в дезадаптивном ремоделировании сердца в
условиях патологии (DeCoux et al., 2014; DeLeon-
Pennell et al., 2017). В экспериментах in vivo проде-
монстрировано, что угнетение экспрессии или
активности MMP9 приводит к снижению воспа-
лительной реакции и степени ремоделирования
сердца (Turner, Porter, 2012).

* * *
Таким образом, преждевременное рождение у

крыс не оказывает влияния на содержание MMP2

Рис. 2. Фрагмент стенки левого желудочка крысы контрольной группы – срок гестации 22 сут (а, г), 1-ой группы –
срок гестации 21.5 сут (б, д), 2-ой группы – срок гестации 21 сут (в, е) на 7 и 21 сут постнатального периода онтогенеза.
Иммуногистохимическая реакция на MMP9 с докраской гематоксилином Джилла. MMP9-позитивное окрашивание
умеренной (б, в, г) и высокой (а, д, е) интенсивности.
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в стенке левого желудочка в исследуемые сроки,
тогда как содержание MMP9 снижается на 7 сут и
увеличивается на 21 сут постнатального периода
онтогенеза, по сравнению с таковым у доношенных
крыс. Стоит отметить, что иммуногистохимическое
исследование не позволяет дифференцировать
латентную и активную формы матриксных метал-
лопротеиназ. Кроме того, требуется дальнейшее
исследование, целью которого будет анализ экс-
прессии и активности ингибиторов матриксных
металлопротеиназ в сердце преждевременно рож-
денных животных.

Финансирование. Работа выполнена при фи-
нансовой поддержке Программы стратегического
академического лидерства “Приоритет – 2030”.
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Matrix Metalloproteinases Detection in the Heart of Preterm Rats
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The influence of preterm birth on the expression of matrix metalloproteinases (MMP2 and MMP9) in the
wall of the left ventricle of the rat heart in the early postnatal period of ontogenesis (up to 21 days) was studied.
Heart of preterm (gestation duration 21 and 21.5 days) and term (gestation duration 22 days) Wistar rats on
days 7 and 21 of the postnatal period of ontogenesis were studied immunohistochemically in the experiment.
Preterm birth has no effect on the pattern of immunohistochemical staining of MMP2 in the wall of the left
ventricle of rats, while the content of MMP9 decreases by day 7 and increases by day 21 of the postnatal period
of ontogenesis, compared with that of term rats.
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