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В статье дана характеристика современных методов изучения морфо-функциональных свойств эндотелия
сосудов в эксперименте. Наиболее  подробно описаны модели изучения эндотелий-зависимых и эндотелий-неза-
висимых вазоактивных свойств изолированных сосудов с помощью изометрического, изобарического методов,
метода «изолированного сердца» по Лангендорфу, а также метода подсчета количества циркулирующих эндо-
телиальных клеток.
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Modern methods of study of morphofunctional properties of vascular endothelium in experiments are characterized.

Models of assessment of endothelium-dependent and endothelium-independent vascular responses in isolated vessels by
isometric and isobaric methods, isolated heart method by Langendorff as well as counting of circulated endothelial cells
are described in detail.

Key words: methods, dysfunction of endothelium.

Вновь обнаруженные морфо-функциональные
свойства эндотелия существенно изменили пред-
ставления ученых о повреждении эндотелиальных
клеток как об их простом лизисе. Стало очевид-
ным, что начальными проявлениями их поврежде-
ния являются функциональные изменения синтеза
и деградации в эндотелии различных биологичес-
ки активных веществ. Одной из наиболее значи-
мых и важных функций эндотелия является обес-
печение адекватной перфузии тканей [5, 11]. Уста-
новлено, что в эндотелии образуются основные
вазодилататоры, такие, как оксид азота, простаг-
ландины и эндотелиальный гиперполяризующий
фактор, а также группа эндотелинов c вазоконст-
рикторными свойствами. Кроме того, эндотелий
осуществляет захват и деградацию многих вазо-
активных веществ, таких, как катехоламины, бра-
дикинин, серотонин, ангиотезин I и др. [5].

В связи с этим в современной научной и клини-
ческой литературе в формировании атеросклероза
и других заболеваний сосудов активно дискутиру-
ется роль NO-зависимой дисфункции эндотелия
(ДЭ) [3, 4, 5, 6, 17, 28]. Образуясь в эндотелии, а
также в тромбоцитах, адвентиции, нейроцитах, лей-
коцитах и других клетках организма, оксид азота
(NO) выполняет роль универсального регулятора
гомеостаза [23, 24]. Участвуя в реализации сосу-
додвигательных, антитромбогенных, иммунных,
анти- и прооксидантных, метаболических, транс-
портных и других реакциях организма, он обеспе-
чивает интегративное взаимодействие всех сис-
тем организма и их устойчивое функционирование
при воздействии агрессивных факторов внешней
среды.

Как отмечалось выше, нарушение нормально-
го функционирования эндотелиальных клеток яв-
ляется началом развития атеросклероза и других
патологических состояний. К формированию ДЭ
приводят курение, гиперхолестеринемия, гиподина-

мия, стрессы, гомоцистеинемия и другие факторы
[5, 12, 17]. При повреждении сосудистого эндоте-
лия происходит нарушение баланса сосудорасши-
ряющих и сосудосуживающих эффектов, как пра-
вило, в сторону преобладания вазоконстрикции, что
приводит к возникновению сосудистой гипертен-
зии.

Однако многие механизмы развития ДЭ еще не
изучены. В значительной степени это связано с
несовершенством и сложностью методических
подходов, используемых в экспериментальной и,
особенно, в клинической работе [1, 3].

Структурные признаки повреждения эндо-
телиальных клеток на современном этапе иссле-
дуют методом сканирующей и трансмиссион-
ной электронной микроскопии (количественный
и качественный иммуноцитохимический анализ и
др.), методом световой микроскопии с опреде-
лением в единице объема крови циркулирующих
эндотелиальных клеток и методом радиоавтог-
рафии, основанном на увеличении поглощения эн-
дотелием при его повреждении меченных изото-
пами веществ [2, 20, 25].

Для решения ряда научных и прикладных задач
используются биохимические методы выявления
повреждения эндотелия in vitro, основанные на ре-
гистрации изменений его метаболических функций
(по выделению в среду ранее поглощенного 51Cr,
лактатдегидрогеназы, по повышению образования
простагландинов, изменению митохондриальной
функции – степени окисления сукцината и др.) [5,
6]. В последнее время обнаружено, что в ответ на
различные повреждающие стимулы – воздействие
эндотоксина, тепловой шок, вирусную инфекцию и
др. – в эндотелиальных клетках увеличивается
экспрессия белков «стресса», не свойственных для
них в норме: тканевого фактора (гликопротеида
каскада свертывания крови), интерферонов; повы-
шается концентрация ангиотензин-конвертирующе-
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го фермента, интерлейкина-1, тромбоцитарного
фактора роста, сосудистого эндотелиального фак-
тора роста, межклеточных адгезивных молекул,
сосудистых клеточных адгезивных молекул [15, 18,
21, 22]. Эти белки могут служить специфическими
маркерами повреждения эндотелиальных клеток.

Барьерную функцию эндотелия оценивают по
скорости прохождения сквозь него липопротеидов
низкой плотности и низкомолекулярных соединений,
альбумина и макромолекул, меченных изотопами,
пероксидазой хрена, электронно-плотными веще-
ствами и красителями [5].

Адгезивные свойства эндотелия оценивают по
взаимодействию с его стенкой меченных изотопа-
ми клеток крови: 51Сr - лейкоцитов, 111In - тромбо-
цитов, 59 Fe - эритроцитов [5].

В последнее время в экспериментальной и кли-
нической практике широко используются функци-
ональные методы, регистрирующие нарушения
сосудодвигательных свойств эндотелия [1, 19,
27]. В настоящей работе мы остановимся преиму-
щественно на последней группе функциональных
методов, которые получили наибольшее распрос-
транение в решении задач фундаментального и
прикладного характера.

Общие принципы, лежащие в основе
методов оценки NO-зависимых

сосудодвигательных свойств эндотелия
сосудов

Для оценки сосудодвигательных свойств эндо-
телия in vivo и in vitro используют ряд специфичес-
ких стимуляторов либо ингибиторов синтеза вазо-
активных веществ, вырабатываемых в эндотели-
альных клетках. По степени дилатации или конст-
рикции сосудов после воздействия данных веществ
на эндотелий сосудов судят о его функциональной
активности.

Благодаря успехам в разработке доноров окси-
да азота (L-аргинин, нитропруссид натрия,
Glyceroltrinitrate, S-nitroso-N-acetyl-penicillamine, 3-
Morpho-linosydnonimine, S-Nitrosoglutathione и др.),
стимуляторов NO-cинтаз (NOS) - (Acethylcholine,
Bradykinine, Histamine, L-Glutamic Acid, ADP и др.)
и неселективных ингибиторов NOS (N-Nitro-L-
Arginine Methyl Ester, N-Nitro-L-Arginine), а так-
же cелективных ингибиторов NOS (нейрональной
NOS -  7-Nitro-Indazole, Spermidine и индуцибель-
ной NOS - S-Methylisothiourea,  L-N6-(1-Iminoethyl)
lysine др.) данный методический подход начал
широко использоваться в экспериментальной и кли-
нической медицине для диагностики и уточнения
механизмов NO-зависимой ДЭ при различных па-
тологических состояниях.

Для оценки характера функциональных измене-
ний эндотелия используют вещества, способные
стимулировать процесс выработки оксида азота
эндотелием сосудов (ацетилхолин и др.) и осуще-
ствлять зависимую от эндотелия вазодилатацию
[19]. Независимую от эндотелия вазодилатацию
изучают с помощью веществ – доноров оксида
азота, как непосредственных активаторов гуани-

латциклазного миогенного механизма вазорелак-
сации гладких мышц сосудов.
Диагностика дисфункции эндотелия in vitro
с использованием изолированных сосудов

изометрическим методом
Метод основан на определении изменений изо-

метрического напряжения колец артерий магист-
рального типа, помещенных в водяную баню типа
«organ bath» [24, 29]. Метод является одним из
современных подходов в изучении функциональной
активности эндотелия в осуществлении вазоактив-
ных реакций сосудов. При помощи этой методики
в условиях эксперимента можно не только оценить
состояние эндотелия, но и уточнить причины его
повреждения, разработать методы коррекции,
сравнить их эффективность.

Реализация метода. Для исследований исполь-
зуются кольцевидные сегменты сосудов (аорты
крыс или других мелких лабораторных животных)
толщиной 2-3 мм, выделенных в условиях тиопен-
талового наркоза (внутривенно, 60 мг/кг). Данную
методику можно также выполнять на регионарных
сосудах крупных животных.

Для исследований кольца аорты помещают в
водяную баню типа «organ bath», представляющую
двухстенный стеклянный сосуд (рис. 1). Внутрен-
ний цилиндр сосуда заполняют буферным раство-
ром Кребса. Исследуемые кольцевидные сегмен-
ты сосудов подвешивают между стальными про-
волочными держателями. Один держатель укреп-
ляют на дне сосуда, а другой прикрепляют к спе-
циальному датчику, соединенному с устройством,
регистрирующим величину изометрического напря-
жения сосудистых колец. В раствор Кребса произ-
водится непрерывная подача кислорода, а во внеш-
нем цилиндре водяной бани обеспечивается посто-
янная циркуляция воды и с помощью водяного тер-
мостата поддерживается постоянная температу-
ра (37°С). Исследуемые кольца сосудов выдержи-
вают при изометрическом натяжении в один грамм
в течение 1 часа для развития в них стабильного
напряжения. Для достижения тонического сокра-
щения сосуда в водяную баню с подвешенным
сегментом исследуемого сосуда вносят хлорид
калия в возрастающих концентрациях (30, 60, 90,
120 mМ) до воспроизведения зависимой от концен-
трации раствора вазоконстрикторной реакции. На
следующем этапе в сосудистых кольцах вызыва-
ют максимальную вазоконстрикторную реакцию с
помощью норэпинефрина или фенилэфрина (10-4-
10-3 М). Изучение вазодилататорной активности эн-
дотелия производится на сосудистых кольцах, спаз-
мированных фенилэфрином или норэпинефрином
(10-7-10-6М) до уровня 70% от максимальной вазо-
констрикции. С целью исследования обусловлен-
ной эндотелием NO-зависимой дилатации на коль-
ца сосудов воздействуют сосудорасширяющими
субстанциями, стимулирующими синтез NO в эн-
дотелии (ацетилхолин, брадикинин, АДФ и др.). Для
построения дозозависимой кривой ацетилхолин пос-
ледовательно вносят в водяную баню со ступен-
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чатым возрастанием концентрации oт 10-9 до 10-5

М. В случае отсутствия необходимости в постро-
ении такой кривой изучают максимальный дила-
тационный ответ колец на концентрацию ацетилхо-
лина 10-5 М. В аорте, лишенной эндотелия, ответ
на ацетилхолин не происходит, он также полностью
ингибируется неселективными ингибиторами NOS
(L-NAME – 10-4 M и др.) [8]. Сосудорасширяющие
ответы, независимые от эндотелия, оценивают пу-
тем использования эндотелий-независимых вазо-
дилататоров (см. выше).

Регистрацию сосудистых ответов на вносимые
субстанции осуществляют на миллиметровой бу-
маге с помощью регистрирующего устройства.
Величину вазодилатации колец сосудов под влия-
нием определенных субстанций выражают в про-
центах от величины вазоконстрикторного ответа,
на фоне которого регистрируется сосудорасширя-
ющий эффект.

Изучение сосудорасширяющих ответов на аце-
тилхолин позволяет оценить функциональную ак-
тивность эндотелия сосудов, в частности, его NO-
продуцирующую способность, в то время как изу-
чение вазоактивных реакций прямых миогенных
вазодилататоров позволяет оценивать состояние
эндотелий-независимых гуанилатциклазных меха-
низмов миогенной вазодилатации.

С целью скрининговой количественной оценки
степени повреждения эндотелия сосудов в экспе-
риментальной и клинической практике может быть
применен более простой и быстрый метод количе-
ственной оценки вазоактивных свойств эндотелия
и диагностики его дисфункции. Приготовленные в
условиях термостатирования кольцевидные сег-
менты сосудов толщиной 2-3 мм помещают под
окуляр светового микроскопа с микрометром на
предметное стекло в насыщенный кислородом ра-
створом Кребса (37°C). После предварительного
определения внутреннего диаметра кольца аорты
в раствор Кребса вносится раствор норадренали-

на в конечной концентрации 10-6 М. После макси-
мальной вазоконстрикции и измерения его диамет-
ра на кольцо аорты воздействуют раствором аце-
тилхолина (10-5 М) и регистрируют диаметр кольца
аорты на фоне его максимального расслабления.
Cтепень дилатации колец аорты под влиянием аце-
тилхолина выражается в процентах и характеризу-
ет состояние эндотелия и, прежде всего, его NO-
зависимых механизмов вазодилатации.
Диагностика дисфункции эндотелия in vitro
с использованием изолированных сосудов

изобарическим методом
Метод с использованием изобарического миог-

рафа является одним из современных методов
исследования сосудодвигательных эффектов эндо-
телия сосудов, позволяющих решать задачи ана-
логичные методу изометрии. Метод используется
для исследования сосудов более мелкого калибра
(100-1000 мкм) [7, 14]. Методика с использовани-
ем миографа методически более трудоемкая и до-
рогостоящая, чем изометрический метод. В отли-
чие от предыдущей классической методики в ми-
ографе сосуд не растягивается между держателя-
ми, а фиксируется между двумя стеклянными ка-
нюлями с диаметром верхушки около 120 мкм, в
результате чего сосуд находится в более физиоло-
гических условиях. В миографе сосуд заполняет-
ся и перфузируется раствором Кребса и подверга-
ется воздействию трансмурального давления, при-
ближающегося к имеющемуся in vivo. Благодаря
этому сосуды могут развивать собственное мио-
генное напряжение, не наблюдающееся в кольцах
сосудов, растянутых между держателями. Миог-
раф позволяет перфузировать изучаемые сосуды
растворами с различными субстанциями либо со
стороны его просвета, либо со стороны гладкой
мускулатуры, что создает новые перспективы ис-
следования функций сосудов (рис. 2).

Реализация метода. Для канюлирования вы-
деляют сегмент изучаемого сосуда длиной 2-3 мм.
После этого камеру миографа заполняют раство-
ром Кребса, а перфузируемую систему заполня-
ют альбумином. Конец сегмента сосуда надевают
на верхушку канюли и осторожно, но крепко фик-
сируют с помощью нейлоновой хирургической нити.
После этого нагнетающее давление в приборе по-
вышают до 20 мм. рт. ст. с целью вымывания кро-
ви из сосуда. Свободный конец сосуда надевают
на вторую канюлю, положение которой может ре-
гулироваться. После канюлирования сегмент со-
суда с камерой миографа помещают под микро-
скоп. Давление внутри сосуда ступенчато повыша-
ют до 100 мм. рт. ст. Исследуемый сегмент сосу-
да, находящийся под давлением, изучают с целью
выявления на предмет просачивания альбумина в
результате повреждения его стенки, что опреде-
ляется по появлению альбумина в камере миогра-
фа.

После этого для стабилизации сосудистого то-
нуса сосуд выдерживают под давлением 100 мм
рт. ст. в течение 45 минут. В течение этого време-

Рис. 1. Схема устройства для исследования вазоактивных
реакций эндотелия сосудов in vitro методом изометрии.

Ре
по
зи
то
ри
й Г
рГ
МУ



29

Журнал ГГМУ 2004 № 3 ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

ни создают небольшой градиент давления (1-2
мм. рт. ст.), который обуславливается потоком
20 мкл/мин. Диаметр сосуда исследуют под мик-
роскопом (увеличение 100х) и измеряют видео-
микроскопической приставки с последующей ком-
пьютерной обработкой результатов (компьютер-
ная программа Vessel View, H.Nilson, JP Trading,
Dania). Сигнал видеокамеры, вмонтированной в
микроскоп, посылается на компьютер, который на
основе затененности контура обсчитывает диа-
метр сосуда. Значения диаметра сосуда регист-
рируют с помощью компьютера и линейного ре-
гистратора. Камера миографа электрически тер-
мостатируется (37°C). Эксперименты выполня-
ются с равными вносящим и выносящим давле-
ниями. Используемые субстанции вводятся вне-
сосудисто в камеру миографа либо в перфузиру-
емый сосуд с раствором Кребса.

После 45 минутной стабилизации сосуд сокра-
щают норадреналином либо фенилэфрином (10-6

M). После этого изучают вазодилататорные от-
веты сосуда на ацетилхолин (10-10- 10-6 M), кото-
рый добавляют непосредственно в кювету миог-
рафа либо в перфузируемый сосудистый сегмент.
В качестве эндотелий-независимых вазодилатато-
ров используют доноры NO. Оценка сосудистых
ответов на применяемые субстанции осуществля-
ется аналогично методу изометрии.

Исследование эндотелий-зависимых
вазоактивных эффектов коронарных

сосудов изолированного
сердца (метод Лангендорфа)

Метод изолированного сердца по Лангендорфу
является одной из удобных моделей изучения со-
судистых реакций в коронарном русле [10, 13, 26].
Наряду с методиками, выполняемыми на изоли-
рованных сосудах, он позволяет решать многие
задачи фундаментальной и практической медици-
ны. Наиболее часто методика с использованием
изолированного сердца выполняется на мелких
лабораторных животных – крысах, морских свин-
ках, мышах.

Метод Лангендорфа предполагает канюлирова-
ние аорты. Другой конец канюли прикрепляется к
резервуару, содержащему оксигенируемый перфу-
зионный раствор Кребса. Перфузирование сердца
раствором Кребса осуществляется ретроградно
через аорту, коронарные сосуды, правое предсер-
дие и правый желудочек и завершается через ус-
тье лёгочной артерии. Количество жидкости, про-
текающей через сердце в единицу времени, т. е.
величина коронарного потока, зависит от тонуса
коронарных сосудов. Величину коронарного пото-
ка регистрируют с помощью специального ультра-
звукового датчика. Увеличение коронарного пото-
ка свидетельствует о расширении коронарных со-
судов и наоборот. Для оценки вазоактивных реак-
ций коронарного русла эксперименты проводят в
условиях постоянного давления. Перфузирование
сердца крысы или морской свинки осуществляют
под давлением 60 мм рт. ст., перфузирование сер-

дца мыши – под давлением 100 мм. рт. ст. Перфу-
зионный раствор Кребса оксигенируют карбогеном
(95% СО2 + 5% О2) и термостатируют до уровня
37°С.

Реализация метода. Извлечение сердца у
животных производят в условиях тиопенталового
или пентобарбиталового наркоза и введения гепа-
рина для профилактики внутрисердечного тромбо-
за. Извлеченное из грудной клетки сердце изоли-
руют, промывают холодным физиологическим ра-
створом (4°С). После фиксации аорты на канюле
начинают перфузию сердца. Длительность проме-
жутка времени от момента изоляции сердца до на-
чала перфузии должна быть не более 30 сек. Для
оценки сократительной функции сердца в ходе эк-
сперимента в левый желудочек через отверстие в
левом предсердии вводится силиконовый или ла-
тексный баллончик, наполненный жидкостью и со-
единённый с датчиком давления. Он позволяет ре-
гистрировать давление и скорость его изменения
(dP/dt) в левом желудочке сердца. Сократитель-
ная функция миокарда оценивается по уровню дав-
ления в левом желудочке. При изучении вазоак-
тивных реакций проводят постоянную электричес-
кую стимуляцию сердца с помощью введенных в
правое предсердие двух платиновых электродов.
После стабилизации коронарного кровотока и со-
кратимости сердца исследуют эндотелий-зависи-
мые и эндотелий-независимые вазоактивные ре-
акции с использованием фармакологических ве-
ществ эндотелиотропного и прямого миотропного
действия, информация о которых изложена выше.
Исследуемые вещества вводятся в систему про-
ксимальнее канюли в виде 1-2-х минутной инфу-
зии. Оценку сосудистых эффектов осуществляют
по степени убыли или прироста величины коронар-
ного потока. В связи с быстротой выполнения ме-
тод изолированного сердца очень удобен не толь-
ко для оценки функция эндотелия коронарных со-
судов, но и для скрининга веществ, обладающих

Рис. 2. Схема устройства для исследования
вазоактивных  реакций эндотелия сосудов in vitro

методом изобарии.
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эндотелий-зависимым сосудорасширяющим дей-
ствием.

Определение количества циркулирующих
эндотелиоцитов в периферической крови

 Повышение количества циркулирующих эндо-
телиальных клеток наблюдается у больных ише-
мической болезнью сердца, эссенциальной гипер-
тензией, гиперлипопротеидемией, сахарным диабе-
том, у больных хирургического профиля до опера-
тивных вмешательств, пациентов с посттромбоф-
лебитическим синдромом, хронической никотино-
вой интоксикацией, инфекционными заболевания-
ми и других состояниях [9, 16, 29]. Методические
подходы, используемые для определения циркули-
рующих в крови эндотелиоцитов, разнообразны.
Они включают количественное определение эндо-
телиальных клеток с помощью иммуноцитометрии
и иммуномагнитометрии. Наиболее простым и
доступным в экспериментальной и клинической
практике является метод определения количества
циркулирующих в крови эндотелиоцитов с исполь-
зованием световой микроскопии [20, 25]. Иссле-
дуемую кровь (3-5 мл) с добавлением 3,2% цитра-
та натрия в соотношении 9:1 центрифугируют (1000
об/мин.) 10 минут для получения обогащенной
тромбоцитами плазмы. В полученную плазму для
стимуляции агрегации тромбоцитов добавляют
0,1% раствор АДФ (0,4 мл на 1 мл плазмы). Агре-
гаты тромбоцитов осаждают при повторном 10
минутном центрифугировании плазмы (1000 об/
мин.). Затем 1мл надосадочной плазмы переносят
в другую пробирку и вновь центрифугируют в те-
чение 20 минут при тех же условиях. После удале-
ния надосадочной плазмы к осадку, содержащему
эндотелиоциты, добавляют 0,1 мл 0,85% раствора
NaCI, перемешивают стеклянной палочкой и по-
лученную взвесь эндотелиоцитов переносят в ка-
меру Горяева для подсчета в двух сетках.

Определение количества циркулирующих в кро-
ви эндотелиоцитов наряду с изложенными выше
методами изучения сосудодвигательных эффектов
эндотелия широко используется в условиях экспе-
римента с целью комплексной оценки морфо-фун-
кциональных свойств эндотелия сосудов при мно-
гих заболеваниях, сопровождающихся развитием
сосудистых расстройств и дисфункции эндотелия.

Авторы публикации выражают искреннюю при-
знательность и глубокую благодарность профес-
сору Р. Грыглевскому и доценту С. Хлопицкому за
любезно предоставленную возможность освоить
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