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Введение
Эндотелий, выстилая всю внутреннюю поверх

ность кровеносных сосудов, отделяя циркулиру
ющую кровь от тканей, является активным пара
кринным, эндокринным и аутокринным органом, 
обеспечивающим регуляцию сосудистого тонуса 
и поддержание сосудистого гомеостаза. Здоровый 
эндотелий реагирует на физический или химический 
стимул высвобождением широкого спектра факторов, 
регулирующих тонус сосудов (эндотелин, ангиотен-
зин II, тромбоксан А2, оксид азота, простациклин), 
клеточную адгезию (VCAM-1, ICAM-1,-2, PECAM-1, 
E- и Р-селектины), тромборезистентность (за счет 
контроля уровня тромбина, поддержания активно-

сти антитромбина и тромбомодулина), пролифера-
цию гладкомышечных клеток сосудов (PGDF, TGF-β, 
bFGF, M-CSF, GM-CSF, Il-6) и воспаление стенки со-
суда (за счет повышенной адгезии иммунных клеток 
к активированным эндотелиоцитам, Il-8, MCP-1) [14].

Поскольку эндотелий является ключевым звеном 
интеграции множества системных воздействий, па-
тогенез широкого спектра заболеваний, а также раз-
витие их осложнений происходят с его участием.  
В первую очередь, такими являются патологии сер-
дечно-сосудистой системы, легких и их сочетание – 
атеросклероз [3], артериальная гипертензия [2], 
цереброваскулярная патология [7], ишемическая 
болезнь сердца [1], также в сочетании с хрониче-
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ской обструктивной болезнью легких [6]. Кроме 
того, эндотелиальная дисфункция имеет место при 
системных патологиях – гестозе [4], плацентарной 
недостаточности [12], ревматических заболеваниях 
[5], гломерулонефритах [8], острой эндотоксиновой 
агрессии и перитоните [11], глаукоме [9], а также са-
харном диабете 1 и 2 типов [15].

Эндотелиальная дисфункция представляет собой 
изменение количества вырабатываемых вазоактив-
ных веществ, а также их свойств и доступности. 
Это может быть обусловлено гемодинамическими 
факторами, повышением концентрации цитокинов, 
глюкозы, липидов, холестерина, свободных радика-
лов, интоксикациями, генетическими дефектами и 
возрастными изменениями. В узком смысле дисфунк-
ция эндотелия характеризуется прежде всего недо-
статком продукции или биодоступности оксида азота 
(NO) в стенке артерий, а также нарушением баланса 
между продукцией вазодилатирующих, ангиопротек-
тивных, антипролиферативных факторов и факторов, 
обеспечивающих вазоконстрикторный, протромбо-
тический, пролиферативный эффекты [10].

В клинической практике функцию эндотелия оце-
нивают при помощи лабораторных исследований 
(десквамированные эндотелиоциты, Е-селектин, sI-
CAM-1, sVCAM-1 и др.), а также инструментальных 
методов – эндотелий-зависимая вазодилатация при 
фармакологических пробах, проба с реактивной ги-
перемией, холодовым или ментальным стрессом и др. 
[10]. Все перечисленные методы являются малоинва-
зивными, однако характеризуются наличием множе-
ства системных влияний, что не позволяет оценить 
как функционирование отдельно взятых механизмов 
вазомоторики, так и звеньев, лежащих в основе этих 
функций. Единственным способом объективного ис-
следования сосудистой функции, путей и механизмов 
ее контроля является исследование изолированных 
сосудов. Оценка метаболической активности иссле-
дуемого образца ex vivo может быть произведена с 
использованием методов культуры тканей и первич-
ной культуры клеток [18, 22]. Это позволяет оценить 
спектр выделяемых метаболитов и экспрессию генов 
при воздействии стандартизованных условий. Ана-
лиз морфологических изменений стенки сосуда, экс-

прессии генов, локализации рецепторов и звеньев 
метаболических цепей может быть произведен ме-
тодами молекулярных, гистологических и цитологи-
ческих исследований [28]. Однако оценка результата 
всех этих изменений и их взаимодействий в разрезе 
функции сосуда как единого целого, а именно – ва-
зомоторной активности и обеспечивающих ее меха-
низмов, возможна только методами миографии. Для 
изолированных сосудов данная техника была предло-
жена в нескольких вариантах – проволочной («wire» 
[26]) и контролируемого давления («pressure» [20]).

Относительно исследований in vivo, миография 
изолированных сосудов дает возможность стандарти-
зации влияния физических факторов (трансмураль-
ного давления, напряжения сдвига на эндотелии, 
состава среды, температуры), электрической стиму-
ляции токами с заданными параметрами, стандар-
тизации концентрации метаболических агентов, и, 
как следствие, множественный контроль активации 
и функционирования механизмов вазомоторики.

Таким образом, работа с миографом позволяет вы-
полнить анализ как непосредственно сократительной 
функции, так и механизмов, лежащих в ее основе. 

На сегодняшний день работы, посвященные ме-
тодическим аспектам проведения миографии, не-
многочисленны. Данная публикация призвана вос-
полнить существующий пробел. Мы, основываясь 
на собственном опыте проведения проволочной 
миографии и данных литературы, приводим под-
робное иллюстрированное описание техники под-
готовки сосудов к исследованию, а также конкрет-
ную последовательность действий при проведении 
миографии. Нами описаны модели изучения меха-
нических свойств стенки изолированных сосудов, а 
также вазоактивных свойств с помощью методики 
проволочной миографии.

Основные условия работы с изолированными 
сосудами
Для поддержания в ходе проведения эксперимента 

жизнеспособности изолированных сосудов, а также 
для проявления ими определенных свойств и запу-
ска соответствующих механизмов необходимо обе-
спечивать определенные условия. В первую очередь, 

это параметры внешней среды, в ко-
торой находятся исследуемые сосуды.  
В условиях целостного организма под-
держание уровня всех физических па-
раметров обеспечивают системы гоме-
остаза, контролирующие постоянство 
как на системном, так и на локальном 
уровнях. При изъятии сосудов из ор-
ганизма необходимо обеспечить опти-
мальный ионный состав среды, нали-
чие нутриентов, поддержание уровня 
рН, парциального давления газов.

Буферные растворы
Для проведения миографии ис-

пользуются различные модификации 
буфера Кребса или Кребса–Хензеляй-
та. Пропорции входящих в состав ра-

Состав буферных растворов,  
используемых для проведения миографии

Myoghraphy buffers compounds
Вид животного/тип сосудов Состав рабочего раствора, в мМ

Легочные артерии крыс NaCl 118, KCl 4, CaCl2 1,8, MgSO4 1, 
NaHCO3 24, NaH2PO4 0,434, глюкоза 
5,56 [29]

Артериолы сетчатки свиньи NaCl 119, KCl 4,7, CaCl2 1,6, MgSO4 1,17, 
NaHCO3 25,0, KH2PO4 1,18, глюкоза 5,5, 
ЭДТА 0,026, HEPES 5,0 [20]

Брыжеечные артерии мыши 
1-го и 2-го порядков

NaCl 114, KCl 4,70, CaCl2 1,60, MgSO4 1,20, 
NaHCO3 25, KH2PO4 1,18, глюкоза 5,50, 
ЭДТА 0,026, HEPES 10 [17]

Брыжеечные артерии крысы 
2-го и 3-го порядков

NaCl 119, KCl 4,7, CaCl2 1,6, MgSO4 1,2, 
NaHCO3 25, KH2PO4 1,18, глюкоза 5,5, 
ЭДТА 0,03 [13]
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бочего раствора компонентов могут незначительно 
варьировать в зависимости от вида животного, из 
которого были получены сосуды, а также их типа. 
Отдельные примеры состава буферных растворов, 
используемых для проведения миографии, приведе-
ны в таблице. 

Газовый состав буферного раствора
Газовый состав буферного рабочего раствора, в ко-

торый помещен исследуемый биологический образец, 
также является важным параметром, влияющим как 
на жизнеспособность, так и на функциональную ак-
тивность изолированных сосудов. Поскольку газовый 
состав крови и жидкостей организма отличается от 
атмосферного воздуха, при работе с изолированны-
ми из организма сосудами необходимо поддержание 
адекватных парциальных давлений кислорода и угле-
кислого газа буфера. Для этого производят аэрацию 
раствора карбогеном (95 % СО2 + 5 % О2) или другими 
газовыми смесями, сохраняющими необходимые про-
порции кислорода и углекислого газа (например: 75 % 
N2, 20 % O2 и 5 % CO2). Состав используемой газовой 
смеси может быть обусловлен как буферными свой-
ствами используемого раствора, так и типом сосудов 
[19]. Так, использование различных поддерживающих 
рН веществ (например, HEPES) способно влиять как 
на реактивность сосудов, так и на кислотность само-
го раствора в условиях аэрации той или иной газовой 
смесью с различной интенсивностью. Поэтому про-
верку кислотности раствора необходимо осуществлять 
непосредственно в камере миографа при включенных 
аэрации и термостатировании.

Температура буферного рабочего раствора
Для обеспечения адекватного ответа изолирован-

ных сосудов на фармакологические воздействия не-
обходимо также поддерживать температуру раствора 
в камерах во время эксперимента на физиологиче-
ском уровне (37 °С). Кроме того, буферы для промыв-
ки и других этапов эксперимента также должны быть 
предварительно подогреты, поскольку изменение 
температуры окружающей среды влечет за собой ва-
зомоторные реакции, способные исказить реальные 
результаты. Также следует учитывать зависимость 
растворимости газов в жидкости от температуры и, 
как следствие, изменение уровня рН.

При необходимости хранения исследуемого об-
разца до начала проведения миографии выделенный 
сосуд должен находиться в охлажденном (2–4 °С) 
рабочем растворе. Однако необходимо учитывать 
тот факт, что чем сильнее разнесены во времени 
моменты забора живой ткани, погружения ее в ох-
лажденный рабочий буфер и начало эксперимента, 
тем слабее будет выражен ответ сосудов и тем менее 
сохранны будут механизмы, регулирующие их рабо-
ту. Согласно нашим собственным (неопубликован-
ным) данным, нахождение участка тканей в рабочем 
растворе в течение нескольких часов (2–3 ч) при 
комнатной температуре приводит к гибели не только 
эндотелиальной выстилки, но и клеток мышечного 
слоя сосудов, тогда как при +4 °С жизнеспособность 
тканей значительно повышается: эндотелий прояв-

ляет функциональную активность спустя сутки с 
момента забора препарата, гладкомышечные клет-
ки – спустя двое суток. В то же время обеспечение 
аэрации раствора комнатной температуры поддер-
живает жизнеспособность образца на протяжении 
4–5 ч. Тем не менее для получения адекватных ре-
зультатов мы рекомендуем начинать тестирование 
изолированных сосудов как можно быстрее после 
выделения их из организма. 

Подготовка сосудов к работе
Выделение необходимого для эксперимента со-

суда из органа производится в охлажденном (2–4 °С) 
рабочем растворе в чашке Петри, располагающейся 
на ледяной бане. Для удобства дно чашки покрывают 
материалом, к которому возможно прикрепить окру-
жающие сосуд ткани при помощи булавок (рис. 1). 
Работа выполняется с использованием диссекци-
онного микроскопа, поскольку необходимо макси-
мально очистить интересующий участок сосуда от 
окружающих тканей, и при этом не допускается его 
повреждение. 

Также следует избегать захвата сосуда пинцетом 
за область, предназначенную для дальнейших иссле-
дований. Для удобства манипуляций целесообразно 
выделять сосуд несколько бóльшей длины, а также 
оставлять небольшие фрагменты окружающей ткани 
возле концов выделяемого участка. В процессе рабо-
ты необходимо очень аккуратно оттягивать и срезать 
окружающие ткани. Чрезмерное растяжение сосуда 
ведет к его повреждению, как и любые другие меха-
нические воздействия. На рис. 2, а, б показаны этапы 
очистки сосуда от окружающих тканей.

Готовый к работе участок сосуда переносят в за-
полненную охлажденным рабочим раствором камеру 
миографа, где выполняют его монтаж. 

Рис. 1. Расположение брыжейки крысы в чашке Петри 
для последующего выделения сосудов

Fig. 1. Rat mesentery placed in Petri dish for further vessels 
preparation
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Монтаж сосуда в камере миографа типа «wire»
В миографе типа «wire» фиксация сосуда произ-

водится при помощи пары металлических прово-
лок (25 или 40 мкм) или крючков в зависимости от 
диаметра сосуда. Проволоки или крючки проходят 
через просвет сосуда, присоединяясь к стержням, 

один из которых способен изменять свое положе-
ние при помощи микрометра, а другой соединен с 
тензодатчиком, посредством которого происходит 
измерение силы сокращения. Крючки крепятся не-
посредственно к стержням, в то время как прово-
локи – при помощи специальных платформ (рис. 3). 
Если протокол требует проведения экспериментов на 
сосудах с отсутствием эндотелия, его удаляют при 
помощи вибриссы животного или другого жесткого 
волоса, связывая его в узелки при необходимости. 
Также удаление эндотелия возможно провести путем 
непродолжительной инкубации сосуда с воздушным 
пузырьком в просвете. 

Проведение миографии
После установки режима аэрации и подогрева, а 

также стабилизации температуры раствора в камере 
на уровне 37 °С необходимо выполнить процедуру 
нормализации. Данная процедура обеспечивает уни-
фикацию трансмурального давления, его стабили-
зацию на физиологическом уровне, специфичном 
для разных участков сосудистого русла. Расчет оп-
тимального трансмурального давления выполняют 
с использованием соответствующего программно-
го обеспечения на основании данных, полученных 
при постепенном ступенчатом увеличении расстоя-
ния между фиксирующими сосуд проволоками или 
крючками. По завершении процедуры и получении 
значения оптимального положения микрометра фик-
сируют значения оказываемого усилия. Затем, в про-
цессе стабилизации, поддерживают такое положение 
микрометра, при котором значения силы соответству-
ют оптимальным.

Следующим этапом необходимо провести про-
цедуру активации сократительных механизмов и 
проверку расслабляющей функции эндотелия. Так-
же проверку расслабляющей функции следует про-
водить после процедуры удаления эндотелия для 
подтверждения ее эффективности. Для активации 
рецептор-независимых сократительных механизмов 
используют гиперкалиевый раствор, по составу ана-
логичный рабочему, в котором часть ионов натрия 
заменена эквивалентным количеством калия (на-
пример, 60 мМ К+). При наличии адекватного (2 мН 
и более) сократительного ответа на гиперкалиевый 
раствор сосуд признают пригодным для дальнейших 
экспериментов. После получения стабильного со-
кращения раствор в камере заменяют на рабочий до 
полного расслабления сосуда. Процедуру повторяют 
несколько раз, при необходимости – между различ-
ными этапами протокола. После любых воздействий 
на сосуд и последующих отмывок производится его 
стабилизация в течение 10–30 мин. Кроме того, в 
зависимости от типа исследуемых сосудов проводят 
активацию рецепторзависимых сократительных ме-
ханизмов, для чего в камеру добавляют определенное 
количество агониста отдельно или совместно с гипер-
калиевым раствором и, после достижения стабильно-
го сократительного ответа, также промывают чистым 
буфером. Для проверки функциональной активности 
эндотелия к сосуду, предварительно сокращенному 
на 50–70 % от величины реакции на гиперкалиевый 

а

б

Рис. 2. Сосуды брыжейки крысы, очищенные от окру-
жающих тканей (а); артерия, готовая к дальнейшим 

манипуляциям (б)
Fig. 2. Rat mesenteric vessels cleaned from surrounding 
tissure (а); artery is ready to further manipulations (б)
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раствор, добавляют ацетилхолин или его аналоги. 
При расслаблении менее чем на 30 % от исходных 
значений эндотелий признают нефункциональным. 
Если протокол эксперимента требует проведе-
ния части исследования на интактных образцах, а  
части – на лишенных эндотелия, необходимо прове-
сти проверку эффективности удаления последнего, 
прежде чем приступать к выполнению дальнейших 
действий. 

После проведения всех необходимых процедур 
активации и проверки приступают непосредственно 
к протоколу исследования.

Типы протоколов миографии 
1. Исследование механических свойств. Для 

определения механических свойств стенки сосуда 
используют данные, полученные в ходе процесса 
нормализации [16]. Первым шагом является расчет 
внутреннего диаметра (D), соответствующего иско-
мому значению внутренней окружности (IC100) со-
суда: D100 =IC100/π. Затем необходимо рассчитать диа-
метр, соответствующий каждой из точек, по которой 
был построен график нормализации. При работе с 
проволокой 40 мкм – D = 205,664 + 2(Хi – X0)/π, где 
Хi – значение микрометра в точке, для которой про-
изводится вычисление; X0 – значение микрометра в 
исходной точке. Для построения графика «диаметр – 
сила» используют соответствующие значения силы 
из кривой нормализации. Построение графика «сте-
пень растяжения – сила» возможно после вычисления 
первой как D/D100.

2. Исследование функциональной активности. 
Оценка функционального состояния сосудов произ-
водится при помощи различных веществ, способных 
вызывать сокращение или расслабление. В зависимо-
сти от своего механизма действия, они вызывают ре-
цептор-опосредованные или независимые эффекты. 
Определение вклада отдельных звеньев каких-либо 
механизмов возможно благодаря предварительной 
инкубации исследуемого образца с необходимым 
блокатором. Роль эндотелия можно определить про-

ведением аналогичного протокола для сосуда, лишен-
ного внутренней выстилки.

Основным методом исследования ответа сосу-
дов на различные фармакологические воздействия 
является построение кривых «концентрация – ответ». 
Для этого к предварительно прошедшему нормали-
зацию и активацию сосуду, после его стабилизации, 
добавляют выбранный агонист в повышающейся 
концентрации. Диапазон исследуемых концентраций 
следует подбирать, опираясь на данные литературы 
и результаты, полученные в ходе пилотных экспери-
ментов. Регистрируемые значения силы сокращения 
затем нормализуют относительно стабильного ответа 
на гиперкалиевый буфер, после чего из полученных 
данных строят соответствующие графики. При срав-
нении полученных кривых используют два главных 
параметра – Emax (максимальная величина ответа) и 
ЕС50 (концентрация агониста, обеспечивающая поло-
вину максимального ответа). Именно эти параметры 
характеризуют интенсивность реакции сосудов и их 
чувствительность. Кроме того, проводится сравнение 
ответов в каждой точке кривой, что дает дополни-
тельную информацию о реакционной способности 
сосудов.

Самыми широко используемыми вазоконстрикто-
рами являются К+, Са2+, фенилэфрин, норадреналин, 
ангиотензин-2, эндотелин-1, серотонин, тромбокса-
номиметик U41699. Среди расслабляющих субстан-
ций используют ацетилхолин, метахолин, брадики-
нин (может использоваться и как вазоконстриктор в 
зависимости от типа сосудов), нитропрусид натрия, 
нитроглицерин, L-аргинин [23, 25, 27]. Выбор ве-
щества-блокатора какого-либо звена вазомоторной 
активности также зависит от поставленных задач и 
ограничивается потребностями экспериментатора, 
однако самыми широко используемыми являются  
L-NAME, TRAM-34, индометацин и апамин, дей-
ствие которых направлено на угнетение различных 
звеньев механизмов вазодилатации [24].

Использование вышеописанных подходов позво-
ляет провести детальное изучение функциональных 

Рис. 3. Сосуд, зафиксированный в камере миографа с помощью проволоки
Fig. 3. Vessel is mounted in myograph chamber with wires
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состояний в условиях различных воздействий, тем 
самым отвечая на широкий спектр вопросов, возни-
кающих как в разрезе фундаментальных исследова-
ний, так и в процессе тестирования фармакологиче-
ских агентов. 
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