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Резюме
Цель работы – с помощью гистологических методов и иммуногистохимического маркирования фактора Виллебранда 

(фВ) изучить состояние эндотелиальных клеток (ЭК) кровеносного русла сердца новорожденных крыс. Иммуногисто-
химическое исследование проводили на крысах Вистар 1-го дня постнатального развития (n=6). Установлено, что ЭК 
формирующихся сосудов сердца новорожденной крысы находятся на разных стадиях морфологической и функцио-
нальной дифференцировки в зависимости от топографии. Наиболее выраженной фВ-иммунореактивностью в этот срок 
обладают ЭК интимы восходящего ствола аорты до клапанов, а также коронарных артерий и их ветвей, расположен-
ных в эпикарде и миокарде в области верхней трети желудочков. В то же время в ЭК сосудов микроциркуляторного 
русла миокарда, а также эндотелия эндокарда ушек и желудочков реакция на фВ в этот срок еще слабо выражена или 
отсутствует. На светооптическом уровне продемонстрированы морфологические особенности ЭК, варибельность и 
размеры фВ+-гранул, свидетельствующие о различной зрелости эндотелия сосудов сердца новорожденных животных.
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Summary
The study is aimed to investigate the pattern of cytodifferentiation of developing endothelial cells (EC) of microcirculatory 

bed of the heart of newborn rats using light microscopy and immunohistochemical labeling of von Willebrand factor (vWF). 
Immunohistochemical study was carried out on Wistar rats on the postnatal day 1 (n=6). For the first time, EC of the developing 
vessels of the heart of newborn rats were found to be on different stages of cytodifferentiation. Most pronounced structural 
and functional maturity at this developmental stage was typical for EC of intima of aorta, coronary vessels, middle and small 
arteries and arterioles of the myocardium in the upper third of the ventricles. Endothelium of these vessels demonstrates strong 
vWF-immunoreactivity, while in the developing capillaries of the sinusoidal type of the subepicardial region and ventricular 
endocardium, the vWF-immunoreaction at this time period is still weak or absent. Morphological pattern and variability of 
sizes of vWF-immunoreactive granules of endothelium has been established. Signs of secretion in the EC were revealed. 
Synthesis, accumulation, and exocytosis of vWF are suggested to be associated with the degree of cytodifferentiation of EC. 
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Введение 
Изучению морфологических особенностей и 

функций эндотелия как одного из важных тканевых 
компонентов стенки сосудов в последние десятиле-
тия уделяется пристальное внимание [1, 2, 6, 8]. Об 
актуальности таких исследований свидетельствует 
тот факт, что в 2017 г. вышло несколько обзоров, ка-
сающихся эндотелиоцитов [3, 5, 7]. Они посвящены 
изучению проблем сердечно-сосудистой патологии 
в связи с такими широко распространенными за-
болеваниями, как атеросклероз, диабет, варикозная 
болезнь вен, сердечная недостаточность и др. Счи-
тается, что в основе этих заболеваний лежит эндоте-
лиальная дисфункция, выражающаяся в изменении 
структурно-функционального состояния эндотели-
альных клеток (ЭК). В нормальных физиологических 
условиях эндотелий постоянно продуцирует необхо-
димое количество биологически активных факторов, 
которые связаны с регуляцией гомеостаза. К этим 
факторам относятся тромбоцитарный фактор роста 
(PDGF), фактор Виллебранда (фВ), ангиотензина-II, 
-IV, фактор-VIII, эндотелин-1, СD63, оксид азота и 
др. Одним из перспективных маркеров, отражаю-
щих состояние эндотелиальных клеток и концен-
трацию его в крови, использующимся в настоящее 
время в диагностических целях, безусловно, явля-
ется фактор Виллебранда, который, наряду с дру-
гими (Р-селектин, СD63), локализуются в тельцах 
Вeйбеля–Паладе – специализированных органеллах 
цитоплазмы ЭК [9, 10, 14, 17]. Кроме разграничитель-
ной и барьерной, эндотелий выполняет множество 
других функций. Он участвует в регуляция гемостаза, 
выполняет протромбогенную и антитромбогенную, 
вазоконстрикторную и вазоделататорную функции, 
участвует в стимуляции и ингибировании роста со-
судов. Наиболее важной функцией эндотелия следует 
считать секреторную [13, 20]. 

 Имеется ряд работ, посвященных проблеме экзо-
цитоза фВ эндотелиальными клетками артериальных 
и венозных сосудов [12, 18, 20]. В исследованиях, 
выполненных in vitro и в экспериментах на изоли-
рованных сосудах, были изучены последовательные 
стадии экзоцитоза как при нормальном физиологиче-
ском состоянии ЭК, так и при различных эндогенных 
и экзогенных воздействиях [13, 15, 18, 19]. Хотя эти 
работы выполнены на достаточно высоком методиче-
ском уровне – с использованием иммуногистохими-
ческих методик, сканирующей, электронной и кон-
фокальной микроскопии, ряд вопросов, касающихся 
гистогенеза эндотелия и цитодифференцировки его 
ЭК, в связи с их секреторной деятельностью, в разви-
вающемся сердце до сих пор остаются недостаточно 
изученными.

Цель работы – с помощью гистологических мето-
дов и иммуногистохимического маркирования факто-
ра Виллебранда изучить состояние эндотелиальных 
клеток кровеносного русла сердца новорожденных 
крыс. 

Материал и методы исследования
Работа выполнена на крысах Вистар 1-го дня 

постнатального развития (n=6). При содержании и 

умерщвлении животных руководствовались «Пра-
вилами проведения работ с использованием экспе-
риментальных животных» (приложение к приказу 
МЗ СССР № 755 от 12 августа 1977 г.). У новорож-
денных крысят выделяли сердце и фиксировали в 
растворе цинк-этанол-формальдегида [4]. После 
соответствующей обработки материал заливали в 
парафин. На парафиновых срезах толщиной 5 мкм 
для выявления эндотелиоцитов выполняли иммуно-
гистохимическую реакцию на фактор Виллебранда 
[5]. Использовали поликлональные кроличьи анти-
тела в разведении 1:250 (Dako, Дания). В качестве 
вторичных антител применяли реагенты из набора 
Reveal Polyvalent HRP/DAB Detection System kit 
(SpringBioscience, США). Для визуализации продукта 
иммуноцитохимической реакции (ИГХ) использова-
ли хромоген DAB+ (Dako, Дания). Часть срезов окра-
шивали гематоксилином-эозином, часть докрашива-
ли толуидиновым синим. Препараты исследовали под 
микроскопом Leica DM750, фотосъемку выполняли с 
помощью фотокамеры ICC50 (Leica, Германия). 

Результаты исследования и их обсуждение
С помощью окраски толуидиновым синим и им-

муногистхимического выявления фВ установлено, 
что у новорожденных крыс, которые, как известно, 
относятся к слепорождаемым млекопитающим, в 
субэпикардиальной области, в миокарде предсердий 
и желудочков еще продолжается процесс образова-
ния кровеносных сосудов. Об этом свидетельствуют 
наличие в описанных областях сердца сосудов с ши-
рокими просветами, выстланных однослойным эндо-
телием, и присутствие митотически делящихся ЭК. 
Такие сосуды имеют форму уплощенных цистерн, 
эллипсоидов, крупных образований сферической 
формы. По морфологии они сходны с венозными 
эмбриональными капиллярами. Просвет части таких 
сосудов заполнен однородным слабоокрашенным го-
могенным содержимым, у других сосудов в просвете 
обнаруживаются эритроциты (рис. 1, а ,б). Такой тип 
сосудов преобладает в сердце новорожденной крысы. 
Чаще всего они наблюдаются в субэпикардиальной 
области и прослеживаются вдоль всего периметра 
эпикарда, окружающего желудочки сердца. 

Прежде чем перейти к дальнейшему анализу ма-
териала, следует отметить одну важную особенность. 
С помощью используемого ИГХ-маркера на данной 
стадии развития крысы хорошо визуализируется 
эндотелий только в части развивающихся сосудов 
сердца. Их ЭК избирательно выявляются с помощью 
ИГХ-реакци на фВ (фВ+), а продукт реакции окраши-
вается в черно-коричневый цвет. В то же время ЭК 
других сосудов иммунонегативны (фВ–). Благодаря 
этой разнице реакций и окрашивания удается четко 
определить топографию распространения эндотелия 
сосудов в разных частях миокарда, морфологию ЭК 
и степень их функциональной активности. 

Установлены следующие закономерности разви-
тия эндотелия в зависимости от локализации сосудов. 
В субэпикардиальной области и поверхностных сло-
ях миокарда, где отмечается интенсивное формирова-
ние сосудов, иммуногистохимическая реакция на фВ 
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в ЭК еще слабо выражена или отсутствует (рис. 1, а). 
Такая же слабая реакция характерна для синусоид-
ных капилляров, встречающихся в миокарде право-
го и левого желудочков, а также в ушках (рис. 1, б). 
Наиболее четко выраженной ИГХ-реакцией на фВ 

обладает эндотелий, выстилающий 
стенку восходящего ствола аорты. 
Выстилка, состоящая из фВ+ ЭК про-
слеживается на всем протяжении 
интимы восходящего ствола аорты. 
Эндотелий поверхностной и нижней 
стороны части клапанов сердца крысы 
на данном сроке постнатального раз-
вития иммунонегативен (фВ–). В не-
которых случаях наблюдается слабо 
выраженная реакция в области пере-
хода эндотелия аорты в эндотелий эн-
докарда желудочка (рис. 1, в). Среди 
эндотелиальных клеток эндокарда, 
выстилающего полости желудочков, 
межпредсердную перегородку, со-
сочковые мышцы, встречаются как 
фВ+, так и фВ– ЭК. Эти факты свиде-
тельствуют, по-видимому, о разной 
функциональной степени зрелости ЭК 
эндокарда и кровеносных сосудов. Эн-
дотелий аорты и коронарных артерий, 
а также их ветвей разного диаметра 
(средних и мелких артерий), и части 
синусоидных капилляров, встреча-
ющихся в верхней трети миокарда 
правого и левого желудочков, имеют 
уже положительную реакцию на фВ 
(рис. 2, а). 

С помощью световой микроско-
пии при большом увеличении (при 
увеличении ×1000) нами установлен 
ряд морфологических отличий между 
фВ+- и фВ–-клетками эндотелия сосу-
дов. На препаратах, подкрашенных то-
луидиновым синим, видно, что фВ– ЭК, 
как правило, имеют сильно уплощен-
ную форму ядра и цитоплазмы. Тогда 
как ЭК с фВ+-реакцией имеют явно 
гипертрофированный вид: веретено
образную форму, хорошо выраженное 
ядро и цитоплазму. Ядра округлой или 
овальной формы, некоторые из них вы-
пячиваются в просвет сосуда. Обраща-
ет на себя внимание, что в эндотелии 
аорты они располагаются чаще, чем в 
эндотелии эндокарда (рис. 2, а, в).

Характерной особенностью этих 
ЭК служит наличие в цитоплазме 
многочисленных иммунопозитивных 
гранул, в которых содержится фВ 
(рис. 2). Гранулы располагаются по 
всей цитоплазме ЭК, в некоторых слу-
чаях (в зависимости от расположения 
клетки в пределах среза) они настолько 
плотно заполняют клетку, что маскиру-
ют ее ядро. Ядра клеток иммунонега-

тивны и хорошо окрашиваются толуидиновым синим. 
Такие клеточные элементы выглядят как зернистые 
(секреторные) клетки (рис. 1, г; рис. 2, б–г).

Гранулы таких ЭК-клеток имеют чаще всего окру-
глую, шаровидную или вытянутую форму и их разме-

а б

в г

Рис. 1. Иммуногистохимическая реакция на фактор Виллебранда в 
эндотелии сосудов из разных отделов сердца новорожденной крысы: 

а – синусоидные сосуды в субэпикардиальной области; б – сосуды в ми-
окарде желудочка (звездочки); в – область перехода эндотелия аорты в 

эндотелий эндокарда (выделено); г – фрагмент зоны перехода; ЭП – эпи-
кард; СЭП – субэпикард; М – миокард; А – просвет аорты; ПЖ – просвет 

желудочка; КС – коронарный сосуд; МТ – митозы; СА – стенка аорты;  
К – клапаны. 

Ув.: ×100 (в); ×400 (а, б); ×1000 (г)
Fig. 1. Immunohistochemical reaction to von Willebrand factor in the vascu-
lar endothelium of different parts of the heart of a newborn rat: a – sinusoid 

vessels in the subepicardial region; б – vessels in the myocardium of the ven-
tricle (asterisks); в – region of the transition of the endothelium of the aorta to 
the endothelium of the endocardium (noted); г – the fragment of the transition 
zone; ЭП – epicardium; СЭП – subepicardium; M – myocardium; A – aorta,  

ПЖ – ventricle; КС – coronary vessel; MT – mitosis; СА – aortic wall;  
К – valves. 

×100 (в); ×400 (a, б); ×1000 (г)
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ры сильно варьируют – от 0,5 мкм до 
пылевидных частиц, находящихся на 
границе разрешающей способности 
световой микроскопии. Интересно от-
метить, что часть фВ+-гранул обнару-
живается не только в цитоплазме ЭК, 
но и за ее пределами. Они могут рас-
полагаться как по отдельности, так и в 
виде мелких групп, некоторые способ-
ны слипаться, образуя крупные (от 2 
до 5 мкм) гранулярные внеклеточные 
структуры. Часто можно было видеть, 
как эти гранулярные структуры, при-
лежит к аблюминальной поверхности 
гранулярных ЭК (рис. 2). Иногда на-
блюдались отходящие от поверхности 
цитоплазмы, довольно длинные (до 
300 и более мкм) цепочечно-грану-
лярные тяжи, состоящие из мелких 
пылевидных, средних и крупных 
частиц, заключенные в гомогенный 
субстрат, вероятно, фибрин (рис. 2, б). 
Бóльшее или меньшее количество раз-
личных размеров фВ+-гранул неред-
ко встречалось в участках скопления 
эритроцитов в просвете сосудов и в 
полостях желудочков. Следует отме-
тить, что, наряду со специфическими 
цитоплазматическими гранулами, в 
крови новорожденных крыс с помо-
щью данного ИГХ-метода окрашива-
лись и тромбоциты (рис. 2, г). 

По данным литературы известно, 
что в процессе васкулогенеза в сердце 
птиц и млекопитающих первыми сосу-
дами, появляющимися в эмбриогене-
зе и неонатальном периоде, являются 
венозные синусоидные капилляры с 
широкими просветами, выстланные 
однослойным эндотелием [1, 6, 11]. 
Источником ЭК сердца является про-
эпикард – прогениторный орган, из 
которого в дальнейшем в результате 
миграции клеток-предшественников в 
глубокие слои миокарда образуются 
все известные разновидности клеток 
стенки коронарных сосудов (капил-
ляров и артериол, мелких и средних 
артерий), а также системы сосудов 
синусоидного типа, связанных непо-
средственно с кровью желудочков, вы-
полняющих дренажную или депони-
рующую функции [6]. Нами показано, что ЭК форми-
рующихся сосудов сердца – синусоидных капилляров 
субэпикардиальной области, миокарда предсердий 
и желудочков, в стенке аорты и коронарных арте-
рий новорожденной крысы – находятся на разных 
стадиях цитодифференцировки и функциональной 
активности. Об этом свидетельствуют приведенные 
нами факты и иллюстративные материалы гистоло-
гического и иммуногистохимического анализа пере-
численных исследованных сосудов.

Значительным достижением в ангиологии по-
следних лет стала разработка высокоэффективного 
иммуногистохимического метода определения фВ-
белка, синтезируемого ЭК [3, 5, 7]. Учитывая боль-
шое его значение в регуляции гемостаза, изменении 
реологических свойств крови, этот маркер приоб-
ретает все бóльшую известность и применяется в 
экспериментальных исследованиях и клинической 
практике [5, 7]. Ценность метода, по нашему мнению, 
состоит и в том, что он может использоваться не толь-

а б

в г

Рис. 2. Гранулярные элементы фактора Виллибранда, отражающие при-
знаки экзоцитоза: а – фВ+ гранулы в крови, просвет коронарного сосуда 
и желудочка; б – фВ+-зернистые эндотелиальные клетки и гранулярный 

тяж в полости просвета аорты; в, г – фВ+-зернистые эндотелиальные 
клетки и гранулы в крови, просвет аорты; КС – коронарный сосуд, эндо-
телий желудочка (длинные стрелки); ПЖ – просвет желудочка; ЗК – зер-
нистые клетки, гранулярный тяж (короткие стрелки); тб – тромбоциты. 
Иммуногистохимическая реакция на фактор Виллебранда. Ув.: ×400 (а); 

×1000 (б–г)
Fig. 2. Granular elements of Willebrand factor, reflecting the signs of exo-
cytosis: a – vWF+ granules in the blood, lumen of the coronary vessel and 

ventricle; б – vWF+ granular endothelial cells and granular cord in the aortic 
lumen; в, г – vWF+ granular endothelial cells, and granules in the blood, aor-
tic lumen; КС – coronary vessel, endothelium of the ventricle (long arrows); 

ПЖ – ventricular lumen; ЗК – grained cells, granular cord (short arrows);  
тб – platelets. Immunohistochemical reaction to von Willebrand factor.  

×400 (a); ×1000 (б–г)
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ко в морфологических целях, но и для функциональ-
ной оценки активности эндотелия. Он обладает также 
большой прогностической ценностью в отношении 
предсказания исходов широко распространенных за-
болеваний сердечно-сосудистой системы [5]. 

Имеется ряд работ, посвященных проблеме изуче-
ния экзоцитоза фВ ЭК артериальных и венозных со-
судов в нормальных и экспериментальных условиях, 
выяснению сложного субмикроскопического стро-
ения и функциональной роли их специализирован-
ных органелл – телец Вейбеля–Паладе, содержащих 
фактор Виллебранда [14, 18]. С помощью трансмис-
сионной, сканирующей, электронной томографии, 
лазерной конфокальной микроскопии и цейтрафер-
ной съемки были изучены последовательные стадии 
экзоцитоза – выделения специфических белков и раз-
личного вида гранул из ЭК в окружающую среду, 
как при нормальном физиологическом состоянии 
ЭК, так и при различных эндогенных и экзогенных 
воздействиях [13, 15, 18, 19]. Большинство этих ис-
следований выполнено in vitro или в экспериментах 
на изолированных сосудах. Лишь немногочисленные 
работы выполнены непосредственно на лаборатор-
ных животных. Определенный интерес представляет 
работа, посвященная морфологическим изменениям 
в ЭК, которые были изучены с помощью выявления 
фВ, после воздействия тромбина in vivo [16]. Ра-
бота проведена на крысах, объектом исследований 
служил эндотелий аорты и легочной артерии. Были 
использованы антитела к фВ, коньюгированные с 
10 нм коллоидным золотом. Показано, что после 
введения тромбина через 15 мин, 1 ч и 24 ч стати-
стически значимое увеличение частиц и телец фВ+ 
сначала наблюдалось в цитоплазме клетки, а затем 
уменьшалось и регистрировалось в плазме просвета 
сосудов. Уменьшение числа гранул и телец сопрово-
ждалось образованием больших цитоплазматических 
вакуолей, которые открывались в просвет. Причем 
многие тельца палочковидной формы слипались друг 
с другом, образуя агрегаты. Описаны два способа эк-
зоцитоза фВ – конститутивный и регуляторный [16].

В настоящей работе на светооптическом уровне 
нами установлен ряд морфологических различий в 
строении эндотелия сосудов. Оказалось, что не все 
ЭК в сердце новорожденной крысы являются фВ+. 
Степень плотности расположения секреторных гра-
нул и их размеры в разных ЭК развивающихся со-
судов также различаются. Предположительно, эти 
различия связаны со степенью функциональной ак-
тивности или зрелостью ЭК. Можно предпожить, что 
дифференцировка ЭК зависит от их взаимоотноше-
ний с форменными элементами крови (эритроцита-
ми, лейкоцитами, тромбоцитами). Возможно также, 
что перечисленные различия связаны с началом ак-
тивного кровотока по сосудам. В отдельных форми-
рующихся венозных капиллярах, расположенных в 
субэпикардиальной области, в миокарде желудочков 
и предсердий, у которых в просвете отсутствовали 
эритроциты, клетки эндотелия были фВ-негативны. 
ЭК, в цитоплазме которых присутствовали много-
численные фВ+-гранулы и наблюдались признаки 
экзоцитоза, можно считать «функционально актив-

ными», или секреторными ЭК. Наиболее выражен-
ной структурной и функциональной зрелостью в 
этот срок обладают клетки эндотелия интимы аорты, 
коронарных сосудов, средних и мелких артерий и 
артериол миокарда предсердий в области верхней 
трети желудочков. 

Таким образом, в настоящей работе впервые 
на светооптическом уровне изучены эндотелиаль-
ные клетки сосудов в различных отделах сердца у 
новорожденной крысы с использованием иммуно
гистохимического выявления фактора Виллебранда. 
Установлено, что ЭК находятся на разных стадиях 
цитодифференцировки. ЭК интимы аорты, коронар-
ных сосудов, средних и мелких артерий и артериол 
миокарда в области верхней трети желудочков об-
ладают ярко выраженной иммуноположительной 
реакцией на фВ и характеризуются наиболее вы-
раженной структурной и функциональной зрело-
стью. В то время как в развивающихся капиллярах 
микроциркуляторного русла миокарда и эндокарда 
предсердий и желудочков реакция на фВ выражена 
слабо или отсутствует. Полученные результаты от-
крывают новые методологические перспективы для 
проведения полномасштабных сравнительно-онто-
генетических исследований гистогенеза эндотелия 
кровеносных сосудов внутренних органов млекопи-
тающих и человека, которые должны установить его 
функциональные особенности и взаимодействие с 
другими тканевыми элементами в развивающемся 
организме.
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