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РЕЗЮМЕ

Ведение. Макрофаги как клетки-ýффекторы играют ключевую роль в инициации воспалительного 
процесса, предопределяют выраженность постинфарктного кардиосклероза. Популяция ýтих кле-
ток является гетерогенной и представлена преимущественно М1 и М2 фенотипами. Аллогенный 
биоматериал аллоплант (БМА) резорбируется макрофагами, продукты резорбции влияют на их 
способность регулировать клеточные взаимодействия.

Цель. Раскрыть особенности постинфарктного заживления миокарда после введения БМА. Оценить 
динамику изменения численности макрофагов и c-kit+-клеток. 

Материалы и методы. Экспериментальные исследования были проведены на 100 самцах  крыс линии 
Вистар массой 0,18–0,25 кг. Всем животным была проведена коронароокклюзия верхней трети ле-
вой нисходящей коронарной артерии. В опытной группе сразу после стенозирования артерии в ее 
бассейн интрамиокардиально вводили суспензию, содержащую 12 мг БМА. Использовали гистоло-
гические, ýлектронно-микроскопические, иммуногистохимические (CD 68, c-kit, Timp-2), морфоме-
трические и статистические методы исследования. Çабор сердец проводили через 3, 7, 14, 30, 45 сут.

Результаты. В опытной группе течение воспалительного процесса характеризовалось наступлени-
ем ранней пролиферативной стадии, в то время как в контрольной развивался колликвационный 
некроз. Группы характеризовались различной степенью выраженности макрофагальной реакции. 
Число CD68+-клеток в реактивной зоне в контрольной группе было больше, чем у опытной группы. 
Напротив, в опытной группе выявлены БМА-индуцированные макрофаги мезенхимного происхож-
дения, а численность c-kit+-клеток была значительно больше, чем в контроле. Спустя 45 сут индекс 
площади рубца в опытной группе был статистически значимо меньше, чем в контроле.

Заключение. БМА в условиях острого ишемического поражения миокарда оказывал гистопротек-
торный ýффект за счет ингибирования миграции макрофагов и индукции клеточного кардиомиоге-
неза. 
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ABSTRACT

Macrophages as the effector cells play a key role in initiating the inflammatory process and predetermine 
the manifestation of the postinfarction cardiosclerosis. The population of these cells is heterogenous 
and is mainly represented by M1 and M2 phenotypes. Alloplant biomaterial (ABM) is resorbed by the 
macrophages which became the regulators of the cellular interaction in tissues.

The aim of the investigation was to reveal the peculiarities of the postinfarction healing of the myocardium 
following the ABM insertion and to assess the population change in the dynamics of macrophages and 
c-kit+ cells. 

Materials and methods. The experimental investigations were carried out on 100 male Wistar’s rats 
weighing 0.18–0.25 kg. All the animals had coronary occlusion by way of ligating the arteries. In the 
experimental group, the ABM (12 mg) suspension was intramyocardially administered simultaneously with 
the vessel stricture formation.  The harvesting of hearts was carried out at 3, 7, 14, 30, 45 days. 

Results. In the experimental group the course of the inflammatory process was characterized by the onset 
of the early proliferative stage, whereas in the control group colliquative necrosis was developing. It was 
caused by different degrees of the macrophage reaction expression. The number of CD68+ cells in the rat 
reactive zone of the control group was bigger than in the experimental one. In the experimental group 
the ABM-induced macrophages of mesenchyme origin were revealed and с-kit+ cells were considerably 
more in number than in the control one. After 45 days, the scar area index in the experimental group was 
significantly less than in the control group.

Conclusion. ABM had a histoprotective effect under the conditions of the acute myocardial ischemia due 
to the inhibition of macrophage migration and induction of cellular cardiomyogenesis. 
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ВВЕДЕНИЕ
Установлено, что при использовании аллоген-

ного биоматериала «Аллоплант» (БМА) ключе-
выми клетками гистиона при регенерации волок-
нистой соединительной и скелетной мышечной 
ткани являются макрофаги с фенотипом М1, 
доля которых значительно превышает числен-
ность данных клеток в контрольных группах, где 
нанесение дефекта не сопровождалось примене-
нием биоматериала [1, 2]. Показано, что исполь-
зование БМА оказывает положительное влияние 
на состояние сердечной мышцы и улучшает ее 
структуру после ишемического повреждения [3]. 
БМА биодеградирует в ткани, а его продукты 
резорбции являются хемоаттрактантом стволо-
вых прогениторных клеток, которые индуцируют 
процесс регенерации [4, 5]. Существуют проти-
воположные точки зрения о негативной роли М1 
макрофагов в процессе заживления ишемически 
поврежденного миокарда как ключевых кле-
ток-промоторов повреждения кардиомиоцитов, 
манифестации воспаления и прогрессирования 
фиброза [6]. В связи с изложенными данными, 
исследование вовлеченности макрофагов в вос-
палительно-дегенеративные процессы, развиваю-
щиеся в сердечной мышце после ýксперименталь-
ной коронароокклюзии и на фоне использования 
БМА, представляются актуальными. 

Цель исследования – раскрыть особенности 
постинфарктного заживления миокарда при вве-
дении БМА и оценить динамику изменения чис-
ленности макрофагов и c-kit+-клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В ýксперименте было использовано 100 самцах 

крыс породы Вистар массой 0,18–0,25 кг. Живот-
ные были разделены на две ýкспериментальные 
группы. В контрольной группе (n = 50) модели-
рование инфаркта миокарда осуществляли сле-
дующим образом: у животных, находящихся под 
общим наркозом (внутримышечная инъекция зо-
летила), выполняли левостороннюю торакотомию 
с последующим наложением лигатуры в верхней 
трети r. interventricularis paraconalis a. coronarii 
sin. левого желудочка. Крысам основной груп-
пы (n = 50) сразу после лигирования коронарной 
артерии в сердечную мышцу в зоне ее бассейна 
вводили 12 мг БМА, суспендированного в фи- 
зиологическом растворе. Доза БМА была выбра-
на произвольно. Крыс в обеих группах выводили 
из ýксперимента путем передозировки летальной 
дозы паров ýфира спустя 3, 7, 14, 30, 45 сут. 

Экспериментальные исследования выполня-
лись в соответствии с Правилами лабораторной 

практики в Российской Федерации, согласно пра-
вилам, принятым Европейской конвенцией по за-
щите животных, используемых для ýксперимен-
тальных и других научных целей (Strasburg, 1986), 
а также согласно утвержденному письменному 
документу, в соответствии со стандартными про-
цедурами исследователя и руководством по лабо-
раторным животным и альтернативным моделям в 
медицинских исследованиях [7]. Аллогенный био-
материал аллоплант разработан в ФГБУ «Всерос-
сийский центр глазной и пластической хирургии» 
МÇ РФ г. Уфы. Указанный трансплантат изготав-
ливается согласно ТУ 42-2-537-87, сертифициро-
ван и разрешен к использованию в клинической 
практике приказом МÇ СССР № 87 901-87 от 
22.07.1987 г. Для настоящего исследования алло-
генный биоматериал изготавливали из сухожилий 
крыс и измельчали до размера частиц 50–80 мкм. 

Для гистологического исследования серд-
ца фиксировали в 10%-м растворе формалина 
нейтрального, обезвоживали в серии растворов 
спиртов возрастающей концентрации и заливали 
в парафин по традиционной методике. Срезы го-
товили на микротоме LEICA RM 2145 (Германия), 
затем окрашивали гематоксилином и ýозином по 
Маллори. Для определения зоны постинфаркт-
ного рубца, каждое сердце иссекали поперек на 
пять секторов. Индекс площади рубца (ИПР) за-
меряли на препаратах поперечных срезов орга-
нов, используя программы ITEM, таким образом: 
отношение площади рубца к площади стенки ле-
вого желудочка умножали на 100%. 

Для иммуногистохимического исследования 
срезы толщиной 4–5 мкм окрашивали при помо-
щи иммуногистостейнера Leica Microsystems Bond 
(Германия). В качестве первичных антител исполь-
зовали: CD 68, c-kit, Timp-2 в разведении 1 : 300  
(Santa Cruz Biotechnology, США). Проводили оди-
ночное и двойное иммуномечение клеток к иссле-
дуемым антителам. Для демаскировки примени-
ли непрямую стрептавидин-биотиновую систему 
детекции Leica BOND (Novocastra, Германия). 
Определение специфичности реакции производи-
ли при окрашивании срезов без первичных анти-
тел. Подсчет положительно окрашенных клеток 
производили в 20 полях зрения каждого образца 
(n = 6), ×400. Исследование и визуализацию пре-
паратов анализировали с использованием свето-
оптического микроскопа Leica DMD 108 (Герма-
ния) со специальным программным обеспечением 
управления настройками и захвата изображения.

Для ультрамикроскопического исследования 
иссекали кусочки миокарда размером 1–2 мм3,  
которые для фиксации погружали в 2,5%-й  
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раствор глютаральдегида, изготовленного на ка-
кодилатном буфере (рН 7,2–7,4) с дополнитель-
ной фиксацией в 1%-м растворе OsO

4
 на том же 

буфере. Материал обезвоживали в растворах 
спиртов возрастающей концентрации и залива-
ли в ýпон-812. На ультратоме ЕМ UС 7 (Leica, 
Германия) изготавливали полутонкие срезы и об-
рабатывали их раствором толуидинового синего 
на 2,5%-м растворе безводной соды. На срезах 
находили участки для ультрамикроскопическо-
го исследования. Электронно-микроскопические 
срезы контрастировали 2%-м водным раствором 
уранилацетата, цитратом свинца по Рейнольдсу 
и исследовали в просвечивающем микроскопе  
JEM-1011 (Jeol, Япония). 

Анализ данных ИПР осуществляли с исполь-
зованием непараметрических методов – одно-
факторного дисперсионного анализа по Кра-
скелу – Уоллису и методом Манна – Уитни [8]. 
Построение диаграммы производили в програм-
ме Statistica 6,0 (StatSoft Inc., США).

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Процесс заживления ишемически поврежден-

ного миокарда в контрольной группе и при ис-
пользовании БМА (основная группа) имел су-
щественные различия (рис. 1). Данные ИПР в 
опытной группе незначимо зависели от сроков 

наблюдения (χ² = 5,7, p > 0,12). Однако значения 
ýтого показателя со временем имели тенденцию к 
постепенному снижению по отношению к началь-
ному уровню. Медиана распределения к 7-м сут 
составляла 22,7% (0%, 43,3%) и значимо (p = 0,03)  
снижалась на 14-е сут до 13,4% (0%, 22,2%).  
В период 30–45 сут наблюдалось снижение ИПР 
до 16% (0%, 32,1%) и 5,2% (0%, 33,8%) (p = 0,14 и 
p = 0,02 соответственно). Между 14-, 30- и 45-ми 
сут различия оказались статистически незначи-
мыми (p = 0,23÷p = 0,75). Как видно, нулевые зна-
чения ИПР (отсутствие рубца миокарда) имели 
место уже спустя 7 сут после коронароокклюзии. 
При ýтом на 7-е сут ýто было единственное зна-
чение (6%), а в последующие сроки таковых стало 
три (19÷23%). В контрольной группе зависимость 
ИПР от сроков наблюдения также оказалась 
статистически незначимой (χ² = 6,3, p = 0,10).  
Отличия уровня ИПР от исходного (7-е сут) ока-
зались статистически значимыми лишь на 30-е сут  
(p = 0,01). На рис. 1 видно, что на протяжении 
всего периода наблюдения в контрольной группе 
не было случаев нулевых значений ИПР. Сравне-
ние обоих ýкспериментальных групп в различные 
сроки исследования показало, что при импланта-
ции БМА на всех сроках наблюдения ИПР был 
статистически значимо меньше, чем в контроле  
(p = 0,01÷p < 0,0001). 

Рис. 1. Индекс площади рубца в опытной и  контрольной группах (а): по оси абсцисс – сроки наблюдения (сут), 
по оси ординат – ИПР (%). Поперечный срез миокарда через 45 сут в контрольной группе (b); опытной группе 

(с), ×40. Окраска по Маллори

а                                                                   b                                         c

Большое значение в прогрессировании фи-
броза и манифестации рубца отводится макро-
фагальным клеткам [6]. В контрольной группе в 
реактивной зоне ишемически поврежденной сер-
дечной мышцы численность макрофагов CD68+ 
превышала значения опытной группы практиче-
ски на всем протяжении ýксперимента (рис. 2). 

В контрольной и опытной группах тенденция к 
подъему и последующему спаду численности кле-
ток была высоко значима (χ² = 76,3, p << 0,0001 
и χ² = 45,2, p << 0,0001 соответственно). Коли-
чество клеток CD68+ в контрольной группе ста-
тистически значимо превышало их численность в 
опытной группе в период наблюдения, 3–14-е сут  
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(p = 0,003 и менее). В период 30–45 сут проис-
ходило затухание процессов ремоделирования 
миокарда и формирование рубца, что обусловли-
вало снижение численности макрофагов в обеих 

группах вплоть до отсутствия значимых различий  
(p = 0,12) на 45-е сут и трансформацию ýкссуда-
тивно-пролиферативной фазы воспаления в ста-
дию заживления.

Рис. 2. Численность CD68+-макрофагов в миокарде крысы в опытной и контрольной группах: по оси абсцисс – 
срок наблюдения, сут, по оси ординат – число клеток 

Оценивая динамику патоморфологических из-
менений, выявлено, что в перифокальной зоне 
ишемически поврежденного миокарда опытной 
группы начальная стадия воспаления (3-е сут) ха-
рактеризовалась ранним наступлением пролифе-
ративной фазы и формированием грануляционной 
ткани. Çдесь определялись тонкие коллагеновые 
волокна, мезенхимная и макрофагально-фибро-

бластическая инфильтрация (рис. 3, а). В кон- 
трольной группе на месте разрушающихся кар-
диомиоцитов формировался широкий клеточный 
вал, состоящий из макрофагов, лимфоцитов, ней-
трофилов (рис. 3, b).

В настоящем исследовании в обеих группах 
c-kit+-клетки определялись преимущественно в 
периинфарктной и периваскулярной зонах. 

Рис. 3. Морфологические изменения в миокарде крысы: a – формирование грануляционной ткани в пе-
рифокальной зоне, инфильтрация макрофагами, мезенхимными клетками, фибробластами через 3 сут 
после коронароокклюзии и введения БМА; b – макрофагально-лимфоцитарный клеточный вал в зоне некроти-
чески измененных кардиомиоцитов через 3 сут после коронароокклюзии. Окраска гематоксилином и ýозином

а                                                                         b   
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При ýтом, несмотря на аутогенное проис-
хождение стволовых клеток c-kit+ и отсутствие 
факторов антигенности, они подвергались фа-
гоцитозу макрофагами (рис. 4, a). Также на 
ýлектронно-микроскопическом уровне были за-
фиксированы многочисленные макрофаги, фа-
гоцитирующие недифференцированные клетки. 
В фагоцитарных вакуолях определялись фраг-
менты цитоплазмы и пикнотичных ядер. Причем 
макрофагальные клетки проявляли признаки ак-

тивации. Ядра овальные с большим содержанием 
ýухроматина, в расширенном ободке цитоплазмы 
определялись множественные округлые круп-
ные митохондрии с затемненным матриксом и 
параллельно ориентированными ламеллярными 
кристами. Цитолемма образовывала глубокие ин-
вагинации. Был хорошо развит аппарат Гольджи 
с удлиненными уплощенными цистернами, сло-
женными в стопки, от которых отшнуровывались 
везикулы (рис. 4, b). 

а                                                                   b   

Рис. 4. Электронограмма фагоцитирующих макрофагов через 7 сут после коронароокклюзии: а – СD68 (корич-
невый цвет), c-kit (красный цвет). Гранулы хромогена выявляются в цитоплазме макрофагов. Непрямой двойной 
метод иммунопероксидазного выявления антигена с докраской гематоксилином, ×600; b – макрофаг фагоцитар-

ного типа с вакуолями клеточного детрита, ×10 000 

При исследовании свободных c-kit+-клеток, 
которые не подвергались резорбции макрофа-
гами, было выявлено, что их численность как в 
контрольной, так в основной группе статисти-
чески значимо снижалась (χ² = 92,6, p <<0,0001 
и χ² = 40,4, p << 0,0001 соответственно). При 
ýтом в контрольной группе число таких клеток с  
14 сут падало до 0–1–2. В основной группе их 

число также значимо снижалось, но оставалось 
достоверно (p < 0,0001) выше, чем в контрольной 
группе, на всем протяжении периода наблюдений 
(рис. 5).

В зоне имплантации БМА в субýпикардиаль-
ном пространстве обнаруживались макрофаги, 
окрашивающиеся позитивно при окраске по Хей-
лу и ýкспрессирующие Timp-2 (рис. 6).

Рис. 5. Численность свободных c-kit+-клеток в миокарде крысы в основной и контрольной группе:  
по оси абсцисс – сут, по оси ординат – количество клеток 
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Рис. 6. Макрофаги в субýпикардиальном пространстве после имплантации БМА через 7 сут: а – ГАГ-позитивные 
макрофаги (↑). Окраска по Хейлу; b – Timp-2+-макрофаги (↑). Метод непрямого иммунопероксидазного выявле-

ния Timp-2 с докраской гематоксилином, ×400

а                         b

ОБСУЖДЕНИЕ 

Более благополучному течению процесса за-
живления инфарцированного миокарда опытной 
группы способствуют многочисленные факторы, 
одним из которых является реакция макрофа-
гов, индуцированная БМА. Ранее установлено, 
что при заживлении соединительной ткани с вос-
палительно-деструктивным процессом и после 
нанесения дефектов, продукты биодеградации 
БМА становились хемоаттрактантами моноцитов 
и макрофагов [2]. Макрофагальные клетки обу-
словливали ýффективность регенерации за счет 
полноценного фагоцитоза и регулирования про-
лиферативной фазы воспаления. Они ингибиро-
вали фибробластическую активность при помощи 
стимуляции М1 макрофагов и пролонгирования 
цитотоксической фазы [9, 10]. В настоящем ис-
следовании при остром инфаркте миокарда нами 
был получен противоположный результат. В те-
чение 3 сут частицы БМА были резорбированы и 
в ткани не определялись. Можно предположить, 
что после резорбции биоматериала БМА-индуци-
рованные макрофаги становились регуляторами 
межклеточных взаимодействий и стимулировали 
наступление ранней пролиферативной фазы вос-
паления, активируя фибробластические клетки. 

В контрольной группе ишемически повре-
жденные кардиомиоциты инициировали каскад 
воспалительно-клеточных реакций, приведших 
к прогрессированию воспаления, расширению 
зоны повреждения и манифестации рубца. Это 
подтверждается данными других исследователей, 
которые демонстрировали, что пиковые уровни 
соответствующего семейства провоспалительных 

(CD14+) макрофагов и (или) моноцитов отрица-
тельно коррелировали с восстановлением функ-
ции левого желудочка после острого инфаркта 
миокарда [11]. Дисрегулированная инфильтрация 
приводит к расширению инфаркта, расширению 
левого желудочка и сердечной недостаточности. 
Моноцитоз усиливает и удлиняет стадию альте-
рации и ýкссудации за счет ýкспрессии спектра 
воспалительных монокинов (TNFа, IL-1, IL-6 и 
т.д.), которые, в свою очередь, индуцируют окси-
дативный стресс, распространяющийся на близ-
лежащие кардиомиоциты, тем самым расширяют 
зону некроза. Следовательно, за счет воспаления 
при ишемических повреждениях миокарда усили-
вается ремоделирование левого желудочка [12]. 

Макрофаги известны как полиморфная кле-
точная популяция, их фенотип определяется 
сигналами микроокружения. После применения 
БМА в опытной группе продукты его биодегра-
дации кроме антифиброгенного ýффекта [9] соз-
дают определенное уникальное микроокружение, 
которое индуцирует ýкспрессию TIMP-2 клет-
ками. Это помогает значительно уменьшить вос-
палительную нагрузку при острой ишемии [13]. 
Подход к модуляции макрофагов заключается в 
изменении их окружения. Обнаружено, что фе-
нотипы и функции макрофагов формируются 
микроокружением органа проживания [14]. На-
пример, трансплантация дифференцированных 
перитонеальных макрофагов в легочную среду 
индуцировала перепрограммирование транскрип-
ционного ландшафта ýтих клеток и приобретение 
ими новых тканеспецифических функций [11, 12]. 
Следовательно, БМА при остром ишемическом 
повреждении миокарда оказывает противовос-
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палительный ýффект и является фактором пере-
ключения фенотипа макрофагов с М1 на М2. В 
то время как разрушающиеся кардиомиоциты в 
контрольной группе стимулировали каскад вос-
палительных реакций, в том числе за счет вы-
раженной ýкспрессии металлопротеиназ ММР-9 
[13]. Известно, что участниками регенерационно-
го процесса в миокарде выступают не только ýф-
фекторные, фибробластические клетки, но и кар-
диомиогенные прогениторные клетки. Считается, 
что источниками стволовых клеток могут быть 
стволовые ниши, клетки ýпикарда, гемопоýтиче-
ские стромальные стволовые клетки и т.д. [15, 
16]. Направление дифференцировки прогенитор-
ных стволовых клеток часто мало предсказуемо, 
и с ýтим связывают высокую вероятность обра-
зования тератом [17]. БМА стимулировали ми-
грацию малодифференцированных клеток c-kit+. 
Фагоцитоз макрофагами c-kit+-клеток, вероятно, 
связан с генетически запрограммированным ме-
ханизмом антитуморогенности. Несмотря на ýто, 
уровень прогениторных клеток в опытной группе 
оставался достаточно высоким, что способство-
вало более полноценной регенерации миокарда и 
подавлению развития рубцовой ткани. 

Макрофаги являются гетерогенной клеточной 
популяцией. В условиях применения БМА ранее 
были зафиксированы макрофаги мезенхимного 
происхождения, условно названные матриксфор-
мирующими [1, 18, 19]. Они обладали фенотипом 
Vimentin+/Хейл+/CD68+/PCNA+ и секретировали 
ГАГ, что характерно для фибробластических кле-
ток. Макрофаги имели мезенхимное происхож-
дение. В настоящем исследовании выявлено, что 
они ýкспрессируют тканевый ингибитор метал-
лопротеиназ Timp-2. Предположительно, данные 
клетки играют структурно-информативную роль 
для клеточных коопераций и создают гомеостаз в 
очаге воспаления. Их наличие связано с синтезом 
углеводного компонента в зоне регенерации, а 
Timp-2 оказывает гистопротекторный ýффект за 
счет антивоспалительного механизма в миокарде 
[20], что также может обусловливать начало ран-
ней пролиферативной фазы воспаления и регуля-
ции гомеостаза. Выявление макрофагов данного 
фенотипа согласуется с наблюдением о том, что 
сердце взрослого человека содержит популяции 
макрофагов ýмбрионального происхождения, 
обладающие способностью к восстановлению 
тканей. Примечательно, что ýти семейства хотя 
и присутствуют в покоящемся взрослом сердце, 
резидентные макрофаги теряются после травмы 
сердца у взрослых и вместо ýтого заменяются 
воспалительными моноцитарными макрофагами 

костномозгового происхождения [14].
Следовательно, БМА в условиях острой ише-

мии миокарда оказывал гистопротекторный ýф-
фект. Различия в количестве, составе и функции 
макрофагов способствуют различным моделям 
восстановления и ремоделирования левого желу-
дочка, наблюдаемым в данном ýксперименте.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Использование БМА при ýкспериментальном 

инфаркте миокарда способствует значительному 
уменьшению площади рубца.

Использование аллогенного биоматериала 
снижает инфильтрацию миокарда макрофагаль-
ными клетками.

В процессе восстановления миокарда после 
ишемического повреждения, макрофаги способ-
ны активно фагоцитировать аутогенные стволо-
вые клетки.

В зоне имплантации БМА присутствует попу-
ляция ГАГ-позитивных макрофагов. 

Использование БМА обеспечивает значитель-
ное преобладание численности c-kit+.
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