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Реферат
Цель — изучение влияния эффектов и механизмов действия гепарина на сократительную активность глад-

комышечных клеток изолированных лимфатических сосудов, лежащую в основе активного транспорта лимфы.
Регистрацию сократительной деятельности сегментов брыжеечных лимфатических сосудов быка осущест-

вляли с помощью тензодатчика FORT-10 и обработкой сигнала с использованием программы «Labmaster».
В низких концентрациях (≤ 15 МЕ/мл) гепарин вызывал повышение спонтанной фазной активности пре-

паратов, в высоких — ее угнетение.  Использование  L-NAME приводило к усилению активирующих влияний 
низких концентраций гепарина и в значительной степени подавляло ингибиторные эффекты гепарина в высоких 
концентрациях.  Предотвращению релаксации гладких мышц на действие гепарина способствовало введение 
метиленового голубого или глибенкламида.  Снижение ингибиторного действия гепарина наблюдалось также 
на фоне применения индометацина. 

Таким образом,  реализация релаксационных ответов гепарина связана с изменением активности гуанилат-
циклазного механизма, опосредуемого через эндотелиальные клетки,  и в меньшей степени циклооксигеназного 
механизма регуляции сократительной активности гладких мышц лимфатических сосудов.
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Экспериментальные статьи

Транспорт лимфы по лимфатическим сосудам 
осуществляется благодаря пассивному и активному 
механизмам. В последнем случае силой, обеспе-
чивающей перемещение лимфы, являются фазные 
сокращения гладких мышц стенки лимфатических 
сосудов, способствующие ритмическому повыше-
нию трансмурального давления [10, 11, 20, 21]. Со-
кратительная деятельность гладкомышечных клеток 
стенки лимфангиона модулируется различными 
факторами, в том числе и тканевыми гормонами. 
Существование тесной функциональной взаимосвязи 
между тучными клетками, являющимися продуцен-
тами биологически активных веществ, в том числе 
гепарина, и лимфатическими сосудами, предопреде-
лено их анатомо-гистологическими взаимоотноше-
ниями. Скопления тучноклеточных популяций имеют 
место по ходу лимфатических сосудов [23], где их 
количество превышает количество тучных клеток, 
расположенных вблизи кровеносных сосудов. Так, 
по ходу лимфатических сосудов брыжейки крысы их 
содержание в 2 раза больше, чем по ходу кишечной 
артерии. Тучные клетки располагаются не только в 
соединительной ткани, окружающей сосуды, но и 
непосредственно в стенке лимфангионов. Причем 
их обнаруживают не только в наружной оболочке 
и периадвентиции, но иногда и в средней и даже во 
внутренней оболочках грудного протока [1]. Гепарин, 
продуцируемый мастоцитами в интерстициальное 
пространство, будучи высокомолекулярным соеди-
нением (12 000–16 000 дальтон) реасорбируется в 
основном в лимфатические капилляры. При введении 
гепарина в соединительную ткань уже через 1 мин 
он появляется в лимфатических капиллярах и мелких 
лимфатических сосудах [12]. При гетеротрансфузи-
онном шоке лимфа является основным поставщиком 

гепарина и гепариноподобных соединений из печени 
в кровь [5].

В обзоре, представленном М. В. Кондашевской 
[4], рассмотрены вопросы морфофункциональных 
особенностей тучных клеток и их развития, а так-
же свойств гепарина как ключевого компонента их 
гранул. Помимо хорошо известных антитромбо-
тических, антикоагулянтных, фибринолитических 
свойств, гепарин обладает иммуномодулирующим, 
противовоспалительным, противоопухолевым и 
другими действиями. Множественные эффекты ге-
парина выявлены и при его действии на сосудистую 
стенку. В последние годы значительное количество 
исследований посвящено воздействию гепарина на 
гладкомышечные клетки, главным образом на их ме-
таболические и пролиферативные процессы [13, 27]. 
Вопросы, касающиеся изменений сократительной де-
ятельности сосудистых гладких мышц при действии 
гепарина, изучены в значительно меньшей степени, а 
исследования, рассматривающие его воздействие на 
сокращение гладких мышц лимфатических сосудов, 
вообще единичны. 

Целью работы было изучение влияния эффектов 
и механизмов действия гепарина на сократительную 
активность гладкомышечных клеток изолированных 
лимфатических сосудов, лежащую в основе обеспе-
чения активного транспорта лимфы по лимфатиче-
ским сосудам. 

 
Материал и методы исследования
Исследования были проведены на кольцевых 

сегментах изолированных лимфатических сосудов 
брыжейки быка (n=68). Препараты (шириной 2–2,5 
мм) иссекали из центральной части мышечной ман-
жетки лимфангиона (участка сосуда между двумя 

Ðåãèîíàðíîå êðîâîîáðàùåíèå è ìèêðîöèðêóëÿöèÿ 612014www.microcirculation.ru



клапанами). Исследования проводили при непре-
рывном протоке в рабочей камере со скоростью 1,5 
мл/мин физиологического раствора следующего 
состава (в мМ/л): NaCl — 120,4; KCl — 5,9; CaCl2 
— 2,5; MgCl2 — 1,2; NaH2PO4 — 1,2; NaHCO3 — 
15,5; глюкоза — 11,5. Физиологический раствор с 
целью оксигенации и поддержания стабильного рН 
(7,35–7,40) непрерывно сатурировали карбогеном 
(95 % О2 и 5 % СО2). Исходное напряжение в стенке 
лимфатического сосуда соответствовало трансму-
ральному давлению 4 см вод. ст. [6]. Температуру 
омывающего раствора поддерживали на уровне 
37±0,2 oС. Регистрацию сократительной деятель-
ности ГМК лимфатических сосудов начинали через 
30 минут от начала эксперимента и осуществляли с 
помощью тензодатчика FORT-10 (WPI). Регистрацию 
сигнала от датчика (после усиления и преобразова-
ния с помощью АЦП) проводили с использованием 
программы «Labmaster». Растворы тестовых веществ 
в необходимых концентрациях готовили непосред-
ственно перед экспериментом путем растворения 
необходимого количества вещества в физиологиче-
ском растворе. 

Использовали следующие вещества: гепарин 
натрий («Гедеон Рихтер», Венгрия) 0,01–50 МЕ/
мл; Nώ-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) 
(ICN Biomedicals) 100 μM/л); метиленовый голубой 
(Sigma) 10 µM/л; глибенкламид (ICN Biomedicals) 1 
µM/л; индометацин (ICN Biomedicals) 10 µM/л.

Обработку полученных результатов проводили 
с помощью программы «EXCEL 2003». При стати-
стическом анализе материала использовали пакет 
программ «StatSoftSTATISTICA 6.1.478». Статисти-
ческую обработку полученных результатов проводи-
ли с использованием общеупотребительных методов 
параметрической и непараметрической статистики. 
Методы включали в себя оценку среднего арифме-
тического (М), стандартное отклонение (±SD). Для 
оценки различий данных, полученных в разные сроки 
после формирования АВФ, применяли t-критерий 
Стьюдента и критерий Манна–Уитни. Различия счи-
тали статистически значимыми при р≤0,05.

Результаты исследования
Сократительная деятельность лимфатических со-

судов характеризуется наличием спонтанных фазных 
сокращений. Используемые нами в экспериментах 
кольцевые сегменты лимфатических сосудов об-
ладали спонтанной фазной активностью с частотой 
сокращений 5,8±0,83 в минуту и амплитудой одиноч-
ного сокращения 4,6±0,32 мН (n=60). В некоторых 
препаратах (n=8) в созданных стандартных условиях 
спонтанная фазная активность не проявлялась. Гепа-
рин изменял параметры сократительной активности 
препаратов в достаточно широком диапазоне концен-
траций. Минимальная концентрация гепарина, спо-
собная вызвать достоверные изменения измеряемых 
параметров, составила 0,1 МЕ/мл. Гепарин в кон-
центрации 0,1 МЕ/мл в первые минуты воздействия 
вызывал увеличение амплитуды фазных сокращений 
(в среднем на 11,3±1,12 %) и некоторое урежение 
ритма. Эти эффекты сопровождались незначитель-

ным снижением уровня тонического напряжения 
сосудистых гладких мышц. Дальнейшее действие 
гепарина в данной концентрации приводило к по-
вышению тонуса препаратов до исходного уровня и 
вызывало повышение частоты фазных сокращений. 

Действие гепарина в диапазоне концентраций от 
0,5 до 15 МЕ/мл на кольцевые сегменты лимфати-
ческих сосудов со спонтанной фазной активностью 
проявлялось в увеличении амплитуды и частоты 
фазных сокращений на фоне незначительного повы-
шения базального тонуса. В сосудах, не обладающих 
фазной активностью, действие гепарина в данных 
концентрациях приводило к появлению фазных 
ритмических сокращений. На рис. 1, а показана 
оригинальная кривая, отражающая активирующее 
влияние гепарина в концентрации 5 МЕ/мл. 

Дальнейшее повышение концентрации гепарина 
приводило к тому, что его активирующее действие 
сменялось тормозным, которое проявлялось сниже-
нием амплитуды сокращений и урежением ритма. 
Так, при действии гепарина в концентрации 50 МЕ/
мл в течение первых 5 мин от начала воздействия 
происходило уменьшение частоты и амплитуды 
фазных сокращений на 36,0±8,54 и 48,1±2,26 %, 
соответственно. Уровень тонического напряжения 
препаратов практически не изменялся (рис. 1, б). При 
длительном воздействии гепарина (в течение 15–20 
мин) наблюдалось более выраженное ингибиторное 
действие, вплоть до полного угнетения фазных рит-
мических сокращений. Исследование тонического 
компонента релаксационных ответов сосудов на при-
менение гепарина было проведено на фоне предва-
рительного сокращения препаратов гиперкалиевым 
раствором (40 мМ). Гепарин в концентрация 25 и 50 
МЕ/мл вызывал снижение тонуса предварительно 
сокращенных препаратов на 16,4±3,42 и 28,3±5,03 
%, соответственно. На рис. 1, в показаны ингиби-
торные эффекты гепарина в высоких концентрациях 
на величину тонуса, зарегистрированные в условиях 
деполяризации ГМК гиперкалиевым раствором.

С учетом высокого сродства гепарина к эндоте-
лию и с целью исследования возможной роли эндо-
телиального NO в развитии дилататорных реакций 
гладкомышечных клеток лимфатических сосудов 
при действии гепарина была проведена серия экс-
периментов с использованием блокатора синтазы 
NO-L-NAME. Стимулирующие эффекты гепарина 
в низких концентрациях на фоне предварительного 
введения L-NAME были увеличены по сравнению 
с таковыми в физиологическом растворе. При дей-
ствии гепарина в концентрации 5 МЕ/мл прирост 
хронотропного эффекта составил 8,3±1,65 %, а 
тонического компонента — 14,4±3,21 %. Напротив, 
ингибиторные эффекты гепарина в концентрациях 
выше 15 МЕ/мл были снижены. При исследовании 
тонического компонента ответов сосудов на высокие 
концентрации гепарина, проведенном с использо-
ванием гиперкалиевого раствора, предварительное 
введение L-NAME приводило к выраженному умень-
шению релаксационных реакций (рис. 3). 

Следующие две серии экспериментов были вы-
полнены в условиях предварительного введения в 

экспериментальныå ñòàòüè
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Рис. 1.  Реакция гладких мышц лимфангиона на гепарин: а — фазные сокращения при действии гепарина в концентрации
5 МЕ/мл; б – то же при концентрации 25 МЕ/мл; в – тоническая реакция на гепарин в растворе, содержащем 40 мМ/л К+

Рис. 2. Изменения частоты и амплитуды фазных сокращений 
лимфангиона при действии гепарина в концентрациях 0,1–50 
МЕ/мл. Данные отражают увеличение (столбики вверх) или 
уменьшение (столбики вниз) параметра в % от его величины в 
физиологическом растворе 

Рис. 3. Параметры сократительной активности гладких мышц 
лимфангиона при действии гепарина (25 МЕ/мл) в физиологи-
ческом растворе и на фоне действия L-NAME, метиленового 
голубого и глибенкламида. За 100 % приняты амплитуда, частота 
и тонус в физиологическом растворе

омывающий раствор метиленового голубого (n=8) 
либо глибенкамида (n=6). В обоих случаях это не 
приводило к полному подавлению эффектов гепа-
рина сократительной активности препаратов, однако 
величины реакций были значительно меньшими по 
сравнению с эффектом гепарина в физиологическом 
растворе. Статистически обработанные данные этих 
исследований показаны на рис. 3. 

Ряд экспериментов был выполнен при экспози-
ции сегментов лимфангиона в растворе с блокато-
ром циклооксигеназы — индометацина. Введение 
индометацина (10 µM/л) осуществляли за 20 мин 
до начала воздействия гепарином и продолжали в 
течение всего эксперимента. На фоне индометацина 
уменьшение параметров сократительной активности 
гладких мышц сосудов при действии гепарина в вы-
соких концентрациях было снижено, но в меньшей 

степени по сравнению с эффектами L-NAME. 
Обсуждение результатов
Вазомоторные эффекты гепарина были продемон-

стрированы ранее в некоторых экспериментальных 
и клинических исследованиях. В экспериментах, 
проведенных на лимфатических сосудах, было от-
мечено усиление лимфооттока при введении гепа-
рина [2, 8], снижение сократительной деятельности 
лимфатических сосудов при использовании высо-
ких концентраций гепарина [7], а также наличие 
двуфазных эффектов [9]. В литературе нет единого 
мнения о концентрации гепарина в жидких средах 
организма, тем не менее, учитывая его высокое срод-
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ство ко многим веществам, следует полагать, что в 
естественных условиях его содержание в свободном 
виде незначительно (по данным разных авторов от 0 
до 1–1,5 МЕ/мл). Однако при некоторых патологи-
ческих состояниях вследствие дегрануляции тучных 
клеток количество гепарина может существенно 
возрастать. Значительное повышение концентрации 
гепарина в жидких средах организма наблюдается 
при его экзогенном введении.

Полученные нами данные дают основание по-
лагать, что в физиологических условиях гепарин не 
оказывает выраженного действия на сократительную 
деятельность лимфатических сосудов. Умеренное 
повышение концентрации гепарина усиливает их 
сократительную активность, в то время как более зна-
чительное увеличение (≥20 МЕ/мл), напротив, приво-
дит к ее угнетению. На изолированных кровеносных 
сосудах усиление сократительной деятельности со-
судистой стенки при действии гепарина связывают с 
увеличением трансмуральной разности потенциалов 
и перераспределением транспортных потоков ионов 
Na+ и Ca2+ [3]. В более многочисленных источниках 
указывается на способность гепарина расширять 
кровеносные сосуды. Имеются литературные данные 
о том, что причиной гипотензии при внутривенной 
инфузии гепарина является массивное поступление 
в кровоток гистамина [14]. 

В работах, проведенных с использованием вну-
триклеточного введения гепарина в миоциты кро-
веносных сосудов, показано, что гепарин блокирует 
связывание инозитолтрифосфата с его рецепторами 
и таким образом подавляет высвобождение акку-
мулированного кальция из саркоплазматического 
ретикулума [17, 19, 26]. Значительный размер моле-
кулы гепарина и отрицательный заряд препятствуют 
ее прохождению через мембрану клетки, поэтому 
изменение сократительной активности гладкомы-
шечных клеток при увеличении внеклеточной кон-
центрации гепарина должны быть объяснены иными 
механизмами. В то же время в ряде исследований в 
культуре тканей показано, что связывание гепарина 
с белковыми молекулами наружной поверхности 
мембраны может способствовать проникновению 
гепарина внутрь клетки путем эндоцитоза [22, 24]. 

Хорошо известна тесная взаимосвязь (высокое 
сродство) между гепарином и эндотелиальными 
клетками. В экспериментах на крысах с использо-
ванием различных путей введения показано, что 
содержание гепарина в эндотелии превышает его 
количество в плазме в 100–1000 раз в зависимости 
от способа введения, и, в частности, продемонстри-
ровано, что при внутривенной инъекции гепарина до 
88 % веденного вещества через 2 мин оказывается 
связанным с эндотелием [15]. По своим антикоа-
гулянтным свойствам и способности сорбировать 
на своей поверхности гепарин эндотелий лимфа-
тических сосудов схож с эндотелием кровеносных 
сосудов [18]. В свою очередь, эндотелий как кро-
веносных, так и лимфатических сосудов способен 
продуцировать значительное количество веществ, 
обладающих высокой вазоактивной способностью, 

среди которых одним из наиболее значимых является 
оксид азота (NO). Результаты, полученные в данном 
исследовании при блокаде конститутивной синтазы 
NO эндотелиальных клеток с помощью L-NAME, 
свидетельствуют о том, что в лимфатических сосу-
дах вазомоторные эффекты гепарина реализуются с 
участием NO. 

Предварительное введение в омывающий раствор 
метиленового голубого или глибенкламида сопрово-
ждалось снижением ингибирующего эффекта гепа-
рина на сократительную функцию лимфатических 
сосудов, что дает основание полагать, что подавление 
сократительной активности происходит в следую-
щей последовательности: гепарин → стимуляция 
выделения эндотелиоцитами NO → диффузия NO 
в цитоплазму миоцитов → активация растворимой 
гуанилатциклазы → усиление продукции цГМФ → 
открывание АТФ-чувствительных К+-каналов, рас-
положенных на мембране гладкомышечных клеток 
→ гиперполяризация мембраны миоцитов → рас-
слабление гладких мышц сосудов. 

Мы полагаем, что дилататорный эффект гепарина 
на лимфатические сосуды реализуется в опреде-
ленной степени также посредством стимуляции 
циклооксигеназы. Подтверждением этого положе-
ния является уменьшение ингибиторного эффекта 
гепарина в экспериментах с предварительной экс-
позицией препаратов в растворе с индометацином, 
являющимся ингибитором циклооксигеназы [16]. 
Возможность модуляции сократительной деятельно-
сти лимфатических сосудов продуктами метаболизма 
арахидоновой кислоты ранее была показана в ряде 
исследований [16, 25].

Таким образом, выявленные в данном исследова-
нии вазомоторные эффекты гепарина свидетельству-
ют о том, что при низком содержании в среде (менее 
0,5 МЕ/мл) гепарин не оказывает существенного 
влияния на сократительную активность брыжеечных 
лимфатических сосудов быка. Умеренное повышение 
концентрации (до 15 МЕ/мл) вызывает усиление со-
кратительной деятельности, что может приводить к 
улучшению оттока лимфы в данном регионе. 

В то же время значительное возрастание концен-
трации гепарина, напротив, угнетает транспортную 
функцию сосудов вследствие снижения амплитуды 
и частоты спонтанных фазных сокращений, обеспе-
чивающих активный механизм перемещения лимфы 
(вплоть до полного их прекращения) и при массовой 
дегрануляции тучных клеток при аллергических 
реакциях может быть одной из причин развития от-
ека тканей. 

Изучение возможных путей реализации инги-
биторных эффектов гепарина позволило прийти 
к заключению, что в этом процессе важную роль 
играют эндотелиальные клетки, которые опосредуют 
действие гепарина, усиливая продукцию оксида азота 
и в меньшей степени простагландинов, оказывающих 
модулирующее влияние на гуанилатциклазный и 
циклооксигеназный механизмы регуляции сократи-
тельной активности гладких мышц лимфатических 
сосудов.
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Abstract
Purpose: to study the influence and mechanisms of action of heparin on the contractile activity of smooth muscle of 

lymph vessels. 
Experiments were performed on segments of lymphatic vessels from bovine mesentery. Contractile activity of smooth 

muscles was recorded by using tension sensor FORT-10  and Labmaster software.
Low concentrations of heparin (≤ 15U/ml) caused an increase of the spontaneous contractile activity, whereas higher 

concentrations decreased it. L-NAME  increased an activating effects of heparin and decreased its inhibitory effects. 
Inhibitory effect of heparin was prevented by methylene blue or glibenclamide, and partially, by indomethacin.

Thus, the relaxation response to the action of heparin has been associated with changes in the activity of guanylate 
cyclase , and lesser, with the cyclooxygenase regulation mechanisms of smooth muscle contractile activity of lymphatic’s.

Keywords: lymphatic vessels, smooth muscle, contractile activity, heparin.
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