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Резюме
Актуальность исследования связана с современной точкой зрения о том, что дисфункция эндотелия может лежать 

в основе таких социально значимых заболеваний, как атеросклероз, диабет, варикозная болезнь вен, сердечная недо-
статочность и др.

Цель работы – изучение морфофункциональных особенностей эндотелия сосудов сердца половозрелой крысы 
с помощью иммуногистохимического маркирования фактора Виллебранда (фВ). 

Материал и методы. Работа выполнена на половозрелых крысах «Вистар» (n=12). Для иммуногистохимического 
выявления фВ применяли поликлональные кроличьи антитела. Реакция осуществлялась на парафиновых срезах, про-
ходящих через все сердце. 

Результаты. Показано, что иммуноположительная реакция на фВ (фВ+) в эндотелии разных областей сердца крысы 
неодинакова. Обнаружена тенденция к ослаблению фВ+-реакции в направлении от основания сердца к его верхушке. 
Наиболее активные в функциональном отношении эндотелиальные клетки, с признаками экзоцитоза или секреции, 
наблюдались в выстилке корня аорты, крупных коронарных артерий эпикарда, фиброзного кольца, клапанного аппарата 
и подаортального конуса. Менее выражена фВ+-реакция в эндотелии, выстилающем полости предсердий и желудочков, 
и в капиллярах микроциркуляторного русла миокарда. 

Выводы. Применение иммуногистохимической реакции на фВ позволило изучить эндотелий различных отделов 
сердца крысы и выявить структурные особенности, связанные с увеличением секреции эндотелиоцитов. Дальнейшие 
исследования в этом направлении могут иметь важное значение для объяснения механизмов и диагностики эндоте-
лиальной дисфункции.
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Введение 
Изучению эндотелия, одного из структурных ком-

понентов стенки сосудов, в настоящее время уделяет-
ся большое внимание [1–5] в связи с недостаточным 
знанием его структурно-функциональных особенно-
стей и его роли в развитии широко распространен-
ных заболеваний, таких как атеросклероз, диабет, 
варикозная болезнь вен, сердечная недостаточность 
и др. Считается, что в основе развития многих из них 
лежит дисфункция эндотелия. Эндотелий – полифунк-
циональная ткань. Она обеспечивает транспортную 
и барьерную функции крови, участвует в регуляции 
сосудистого гомеостаза, выполняет протромбогенную 
и антитромбогенную функции, вырабатывает множе-
ство регуляторных факторов. Проявления эндотели-
альной дисфункции связывают с нарушением синтеза 
вырабатываемых эндотелиоцитами биологически ак-
тивных веществ – фактора Виллебранда (фВ), тромбо-
цитарного фактора роста (PDGF), ангиотензина-II, -IV, 
фактора-VIII, эндотелина-1, СD63, оксида азота и др. 
Одним из маркеров эндотелиальных клеток является 
фактор Виллебранда [3, 6–11]. В 70–80-х гг. прошлого 
столетия открыта секреторная функция эндотелием 
фВ, осуществляющаяся по механизму экзоцитоза [12, 
13]. Несмотря на имеющиеся достижения в этом на-
правлении, многие вопросы биологии развития, мор-
фологии и функции эндотелия по-прежнему остаются 
малоизученными. Недостаточно еще данных о после-
довательности становления микроциркуляторного 
русла в онтогенезе в различных тканях и органах, о 
динамике цитодифференцировки ЭК в различных ти-
пах сосудов. Отсутствуют работы, посвященные мор-
фологическим изменениям эндотелиальных клеток, их 
секреторной активности, фВ в возрастном аспекте, а 
также судьбе телец Вейбеля – Паладе. 

Целью исследования явилось изучение морфофунк-
циональных особенностей эндотелия сосудов сердца 
половозрелой крысы с помощью иммуногистохимичес-
кого (ИГХ) маркирования фактора Виллебранда. 

Материал и методы исследования
В работе использованы крысы «Вистар» в воз-

расте 3 месяцев (n=12). Во всех экспериментах при 

эвтаназии животных соблюдали международные 
правила Хельсинкской декларации о гуманном об-
ращении с животными и «Правила проведения ра-
бот с использованием экспериментальных живот-
ных» (приложение к приказу МЗ СССР № 755 от 
12.08.1977 г.). Исследование было одобрено местным 
этическим комитетом Института экспериментальной 
медицины, Санкт-Петербург, Россия (протокол № 3 
от 30 ноября 2017 г.).

Крыс умерщвляли передозировкой паров этило-
вого эфира, выделяли сердце и фиксировали в рас-
творе цинк-этанол-формальдегида в течение 1 суток 
[14]. После соответствующей обработки материал 
заливали в парафин и изготавливали срезы толщи-
ной 5 мкм. Для выявления эндотелиоцитов была 
применена иммуногистохимическая реакция на фВ 
[3]. Следует отметить, что данный метод имеет высо-
кую избирательную способность для выявления ЭК 
[4]. В подтверждение адекватности и качественной 
оценки метода на соседнем последовательном срезе 
через сердце был выполнен отрицательный контроль. 
Результаты такого ИГХ-исследования представлены 
на рис. 1. Для выявления фВ использовали поли-
клональные кроличьи антитела в разведении 1:250 
(Dako, Дания). В качестве вторичных антител при-
меняли реагенты из набора Reveal Polyvalent HRP/
DAB Detection System kit (SpringBioscience, США). 
Для визуализации продукта иммуноцитохимиче-
ской реакции использовали хромоген DAB+ (Dako, 
Дания). Часть срезов подкрашивали толуидиновым 
синим и ядерным прочным красным. Препараты 
исследовали под микроскопом Leica DM750, фото-
съемку выполняли с помощью фотокамеры ICC50 
(Leica, Германия). 

Результаты исследования и их обсуждение
Прежде чем перейти к морфологическому описа-

нию препаратов сердца половозрелой крысы, следует 
отметить высокую избирательную способность ис-
пользуемого иммуногистохимического метода окра-
шивать ЭК в черно-коричневый цвет. Выявление в 
эндотелиальных клетках фактора Виллебранда за-
висит от типа кровеносных сосудов, их топографии, 

Summary
The relevance of the study is connected with the modern point of view that endothelial dysfunction may be the cause of 

such socially significant diseases as atherosclerosis, diabetes, varicose veins, etc.
The aim of the work is to study the morphofunctional peculiarities of the endothelium of the cardiovascular vessels of the 

mature rat using Willebrand factor (vWF) immunohistochemistry.
Material and methods. We used mature Wistar rats (n = 12). Polyclonal rabbit antibodies were used for the immunohistochemical 

detection of vWF. The reaction was carried out on paraffin sections, made through the whole heart.
Results. It was shown that the immunopositive reaction to vWF (vWF+) in the endothelium of different regions of the rat heart 

is not uniform. A tendency was found to weaken the vWF+ reaction in the direction from the base of the heart to its apex. Most
functionally active endothelial cells with signs of exocytosis were observed in the aortic root, the large coronary arteries of 

the epicardium, the fibrous ring, the valves and the subaortal cone. vWF+ was less pronounced in the endothelium lining the 
atrial and ventricular cavities and in the myocardial capillaries. 

Conclusions. Using immunohistochemical detection of the vWF, the endothelium features of different parts of the rat heart 
were identified. Structural features due to increased secretion of vascular endothelial cells of the heart were revealed. Further 
research in this direction may be important to explain the mechanisms and diagnosis of endothelial dysfunction. 
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стадий постнатального онтогенеза и функциональ-
ных изменений микроциркуляторного русла сердца. 
ИГХ-исследование, выполненное при оценке пози-
тивной или негативной реакции ЭК к фВ (фВ+ или 
фВ–) в сосудах сердца 3-месячных крыс, позволило 
выявить ряд интересных особенностей. 

У всех исследованных животных на тотальных 
продольных срезах, сделанных через все отделы 
сердца, визуально, без специального окрашивания, 
можно видеть область, содержащую структуры 
черно-коричневого цвета. При лупном увеличении 
микроскопа (×2,7) видно, что этот участок сердца 
соответствует так называемому «подаортальному ко-
нусу» (ПАК). Это полость, ограниченная плотной 
тканью фиброзного кольца и клапанного аппарата, 
являющаяся продолжением полости левого желу-
дочка, имеет форму треугольника (рис. 2). Широкая 
сторона треугольника обращена к створкам и отвер-
стию аортального клапана, а вершина связана с по-
лостью левого желудочка. В ПАК постоянно имеет 
место кровенаполнение, характеризующееся стазом 
эритроцитов (ЭР) и наличием в ее центральной части 
массового скопления пигментных глыбок. 

После применения ИГХ-реакции на фВ оказа-
лось, что наиболее интенсивная реакция наблюда-
ется также в области ПАК, где отмечается высокая 
плотность клеточных элементов, главным образом 
ЭР. При большом увеличении микроскопа видно, 
что фВ+ зернистость представлена различного раз-
мера черного или коричневого цвета гранулами, ко-
торые встречаются в плазме крови и в тромбоцитах. 
В результате в центре ПАК формируется многослой-
ная трехмерная цитоархитектоника из зернистости 
и конгломерата клеток – ЭР, лейкоцитов, тромбо-

цитов, а также пигментных глыбок. На периферии 
от центра ПАК формируется более разреженный 
слой. В нем хорошо видны ЭР и многочисленные 
иммуноположительные гранулы. Кроме мелких и 
крупных (0,1–0,5 мкм) округлых или сферической 
формы, встречаются также палочковидной формы 
гранулы длиной от 1 до 4 мкм. 

Кроме перечисленных фВ+ гранулярных элемен-
тов, в зоне ПАК присутствуют, как отмечалось ранее, 
пигментные структуры различных размеров и фор-
мы. Они имеют вид глыбок и кластеров, окрашенных 
в интенсивно-черный цвет и довольно часто встре-
чаются в соединительной ткани фиброзного кольца 
и створок клапанов. Часть пигментных цепочечных 
тяжей прослеживается непосредственно в просвете 
ПАК среди форменных элементов крови (рис. 2, а). 
Одни из них прилежат к аблюминальной (люминаль-
ной) поверхности эндотелия створок клапанов и ча-
стично эндокарда предсердий и желудочков; другая 
часть пигментных глыбок собраны в виде извитых 
лент (рис. 2, а). Глыбки пигмента и зернистость об-
наруживаются также в ткани фиброзного кольца. 

Далее следует остановиться на морфологических 
особенностях и характеристике эндотелиальных кле-
ток этой области. Как оказалось, интенсивность реак-
ции ЭК к белку фВ неодинакова и зависит от топогра-
фии эндотелия, а также от прилежащей к нему ткани. 
При сравнении эндотелиев, выстилающих интиму 
корня аорты, коронарных артерий, створок клапанов, 
фиброзного кольца, эндокарда предсердий и желу-
дочков эндотелиальные клетки различаются. Наибо-
лее выраженной ИГХ-реакцией обладает эндотелий 
интимы аорты, коронарных артерий и фиброзного 
кольца (рис. 2). Их фВ+ ЭК окрашиваются в темно-

а б

Рис. 1. Оценка иммуногистохимической реакции на фВ на последовательных срезах через сердце 3-месячной крысы: 
а – ИГХ реакция на фВ, подкрашивание красным прочным; б – отрицательный контроль, подкрашивание ядерным прочным красным. ×100

Fig. 1. Immunohistochemical reaction to vWF in adjacent sections through the heart of a three month old rat: 
a – vWF-immunohistochemistry, staining with nuclear fast red; б – negative control, staining with nuclear fast red. ×100
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б в

Рис. 2. Область подаортального конуса, клапанного аппарата и пигментные структуры: а – общий вид; б – фрагмент эндотелия, 
выстилающего внутреннюю поверхность фиброзного кольца; в – фрагмент эндотелия интимы корня аорты; ПАК – подартериальный конус;  

ПКА – полость корня аорты; СК – створки клапанного аппарата; ПГ – пигментные включения; стрелки – эндотелиальные клетки; А – полость 
аорты; СОА – средняя оболочка стенки аорты. Иммуногистохимическая реакция на фактор Виллебранда, окраска ядерным прочным красным. 

Ув.: ×100 (а); ×400 (б, в)
Fig. 2. Podаortalny cone, valves of the aorta and pigment structures: a – general view; б – a fragment of the endothelium on the inner surface 
of the fibrous ring of the valve; в – a fragment of the aortic intimal endothelium; ПАК – a subaortal cone; ПКА – aortic cavity at its base ; СК – valve 
 apparatus; ПГ – pigment; arrows – endothelial cells; A – aortic cavity ; СОА – media walls of the aorta. vWF – immunohistochemistry, staining with 

nuclear fast red. ×100 (а); ×400 (б, в)

а
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коричневый или черный цвет. На продольных средах 
клетки имеют веретеновидную или треугольную фор-
му, слегка выбухающее в просвет сосуда светлое ядро 
и нередко зернистую вакуолизированную цитоплазму 
(рис. 2, в). Вакуоли располагаются, как правило, в 
базальной части ЭК, на границе с соединительной 
тканью фиброзного кольца (рис. 2, б) или с гладко-
мышечными клеткам стенки аорты (рис. 2, в). На 
границе с кровью часто удается проследить, как от 
аблюминальной поверхности в просвет аорты или в 
полость ПАК выделяются фВ+ цитоплазматические 
гранулы или цепочечно-гранулярные тяжи. При этом 
видно, что они находятся повсеместно в тесной связи 
с форменными элементами крови (ЭР, лейкоцитами 
и тромбоцитами). Приведенные морфологические 
признаки, такие как изменение формы, вакуолизация 
цитоплазмы, выделение фВ+ гранул в кровь, служат 
отражением реактивного состояния и повышенной 

функциональной секреторной активности ЭК. Ча-
сто можно наблюдать слияние или слипание гранул 
в группы, кластеры и конгломераты, которые приоб-
ретают интенсивно-черный цвет. 

Эндотелий эндокарда, выстилающий полости 
предсердий и желудочков, в отличие от области 
основания сердца, характеризуется наличием силь-
но уплощенных клеток, ровной гладкой поверхно-
стью и умеренной положительной реакцией на фВ 
(рис. 3, б). Но и в нем можно встретить при большом 
увеличении микроскопа участки эндотелия, особен-
но в местах перехода ЭК эндокарда желудочков в 
эндотелий полости синусоидных сосуды (возможно, 
сосуды Тебезия). Здесь ЭК имеют гипертрофиро-
ванный вид, округлые ядра, выбухающие в про-
свет полости, а в цитоплазме их находятся хорошо 
выраженные немногочисленные фВ+ секреторные 
гранулы (рис. 3, в).

а б

Рис. 3. Эндотелий интимы коронарной артерии эпикарда (а) и эндокарда левого желудочка сердца крысы (б, в): 
Э – эпикард; ГМК – гладкомышечные клетки средней оболочки; ПЛЖ – полость левого желудочка; М – миокард, фВ+ секреторные гранулы 
(стрелки). Иммуногистохимическая реакция на фактор Виллебранда, окраска толуидиновым синим (а, б). Ув.: ×400 (а); ×100 (б); ×1000 (в)

Fig. 3. Endothelium of the intima of the coronary artery epicardium (a) and the endocardium of the left ventricle of the rat heart (б, в):
Э – the epicardium; ГМК – the smooth muscle cells of the media; ПЛЖ – the cavity of the left ventricle; M – myocardium, vWF+ secretory granules 

 (arrows). vWF – immunohistochemistry, staining with toluidine blue (a, б). ×400 (a); ×100 (б); ×1000 (в)

а б

Рис. 4. Палочковидные и округлые структуры в эндотелиоцитах: а – общий вид; б – фрагмент а. Иммуногистохимическая реакция на фВ. 
Ув.: ×400 (а), ×1000 (б) 

Fig. 4. Rod-shaped and rounded structures in endotheliocytes: a – general view; б – fragment of a. vWF – immunohistochemistry. ×400 (a), ×1000 (б)

в

Ðåãèîíàðíîå êðîâîîáðàùåíèå è ìèêðîöèðêóëÿöèÿ74 18(2) / 2019 www.microcirc.ru



ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ (экспериментальные исследования) / ORIGINAL ARTICLES (experimental investigations)

Гистологический анализ сосудов миокарда пока-
зал, что только часть средних и мелких коронарных 
артерий в его глубоких слоях имеют умеренную по-
ложительную ИГХ к фВ (рис. 3, а). Большинство 
сосудов микроциркуляторного русла (МЦР) мио-
карда предсердий и желудочков половозрелых крыс 
иммуно негативны к фВ.

Наряду с многочисленными интактными капил-
лярами, в миокарде иногда встречаются участки с 
признаками частичного повреждения или гибели их 
ЭК. В этих участках между пучками миокардиоцитов 
можно видеть место прерывания хода КП, очаговое 
скопление клеток, а также фВ+ структуры черного 
цвета. Среди последних различаются разных разме-
ров (0,1–0,5 мкм) гранулы округлой формы, а также 
палочковидные структуры, имеющие размеры от 1,5 
до 3–4 мкм. Аналогичные структуры выявляются в 
эндотелии (рис. 4).

В предыдущем исследовании, выполненном на 
сердце новорожденной крысы в период продолжа-
ющегося ангиогенеза, с помощью ИГХ к фВ нами 
была описана морфология и начальные стадии разви-
тия секреторной активности ЭК в различных отделах 
сердца [4]. Было установлено, что интенсивное вы-
деление фВ+-гранул в плазму крови развивающихся 
капилляров синусоидого типа в эпикарде и миокарде 
наблюдалось с 1-го дня рождения и продолжались 
в течение 10–20 дней после рождения. Важно от-
метить, что в плазме крови подаортального конуса 
фВ-иммуноположительная зернистость у новорож-
денных животных еще отсутствовала. 

В настоящей работе установлено, что у половозре-
лых животных интенсивность реакции на фВ в эндо-
телии сердца имеет тенденцию заметного ослабления 
в направлении от основания сердца к его верхушке, 
что не наблюдалось у новорожденных крысят. Наибо-
лее выраженная фВ+-реакция обнаружена в области 
корня аорты, выстилки фиброзного кольца, клапан-
ного аппарата, а также в полости ПАК. В ЭК сосудов 
микроциркуляторного русла миокарда она слабо вы-
ражена или совсем отсутствует. В первом случае, в 
области корня аорты, это может быть обусловлено 
особенностями повышенной механической нагрузки 
и повышенной гемодинамики, а во втором – адаптив-
ными приспособительными реакциями, связанными 
с изменениями регуляции тонуса и артериального 
давления. Различия в интенсивности ИГХ-реакции 
к фВ ЭК сосудов сердца в разных отделах, вероятнее 
всего, отражает оптимальную физиологическую ре-
акцию сосудистого русла сердца половозрелой крысы 
и носит адаптивный характер с целью обеспечения 
поддержания гемостаза. 

Как отмечалось ранее, некоторые описанные в 
настоящей работе фВ+-структуры имеют палочко-
видную форму и по строению похожи на тельца 
Вейбеля – Паладе (ВП). ВП – органеллы, которые 
представляют собой резервуары накопления синте-
зируемых в аппарате Гольджи секреторных белков 
фВ [12, 13, 15–17]. Это гликопротеиды нитчатой спи-
ралевидной структуры в виде трубочек диаметром 
100–200 нм, уложенных в плотный пакет, окружен-
ный собственной цитоплазматической мембраной. 

В литературе описана динамика экспрессии фВ от 
низкомолекулярных предшественников (протомеров) 
до высокомолекулярной массы белков – мультиме-
ров [9, 11, 18]. Изучены механизмы экзоцитоза в 
окружающую среду различных факторов белковой 
и небелковой природы: фВ, Р-селектин, VIII-фактор 
и др. [11, 16, 19–21]. Выходя в плазму крови, они 
связываются с клетками крови (нейтрофиллами, ЭР, 
кровяными пластинками) и участвуют в регуляции 
гемостаза и образовании тромбов [15, 21]. Было по-
казано in vitro и in vivo, что активное высвобожде-
ние перечисленных факторов регуляции гемостаза, 
включая фВ, происходит в ответ на определенные 
стимулы (воздействия), например, тромбина, Rad24, 
гистамина, повышение ионов кальция, адреналина, 
АМФ в клетке и др. С помощью трансмиссионной 
и сканирующей электронной микроскопии, а также 
конфокальной микроскопии было продемонстриро-
вано, что ЭК после стимуляции становились сильно 
вакуолизированными, и на их апикальной поверхно-
сти появлялись кратеры или поры [10–12, 16]. В на-
стоящей работе мы наблюдаем сходные процессы на 
светооптическом уровне. Такие вакуолизированные 
ЭК с признаки секреторной активности в нашем ис-
следовании были выявлены в эндотелиях ПАК, корня 
аорты и выстилки фиброзного кольца.

В литературе описаны три способа экзоцитоза фВ 
эндотелиальными клетками [15, 16]. Первый – кон-
ститутивный, или обычный, экзоцитоз. Второй – ре-
гулируемый, когда из нескольких слившихся телец 
ВП с поверхностной цитоплазматической мембра-
ной через мельчайшие поры (12 нм) люминальной 
поверхности клетки в плазму выходят низкомолеку-
лярные фракции фВ+ белка, и третий – мультиграну-
лярный экзоцитоз, при котором тельца объединяются 
и выделяют через цитоплазматическую мембрану 
крупные белковые комплексы в виде шнуров и тяжей, 
называемые авторами [15] «pods» (стручки). Выделе-
ние в плазму крови фВ+ зернистости, гранулярных 
цепочечных структур, заключенных в фибрин, было 
нами проиллюстрировано недавно на светооптиче-
ском уровне [4]. При этом следует подчеркнуть, что 
сами тельца ВП не покидают цитоплазму ЭК.

По данным специальной литературы, группы сво-
бодных палочковидных телец ВП описаны в питатель-
ных средах культур и в лизатах ЭК в пробирке [17, 18, 
21]. Появление телец ВП в культуральной среде объ-
ясняется гибелью ЭК или нарушением целостности 
цитоплазматической мембраны. Факты обнаружения 
у здоровых крыс палочковидных фВ+- и фВ–-структур 
в тканях сердца указывает на то, что они появляются 
в результате естественной гибели или репаративной 
регенерации части капилляров в онтогенезе. 

 Исследователи, изучающие сердце животных и 
человека на обычных гистологических препаратах, 
нередко отмечают присутствие в плазме крови зер-
нистости и пигментных структур. Практически во 
всех изученных случаях мы тоже столкнулись с этим 
фактом. Установлено, что основная масса, как фВ+- 
так и фВ–-зернистости и пигментных структур, лока-
лизуется в области корня аорты, клапанного аппарата. 
Однако наиболее высокое содержание зернистых и 
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пигментных структур черного цвета мы наблюдали 
в полости так называемого подаортальонго конуса. 

В отношении обнаруженной в контрольных пре-
паратах темно-коричневой зернистости, которая не 
совпадает с реакцией на фВ в эндотелиоцитах, мож-
но высказать предположение, что она является арте-
фактом, возникающим в результате формалиновой 
фиксации, либо неизвестной природы пигментом. 
Менее вероятно, что она представляет собой гранулы 
гемосидерина, образующегося в результате гибели 
эритроцитов. В настоящем исследовании с помощью 
селективного ИГХ-маркера получены факты, позво-
ляющие подтвердить мнение о том, что значительная 
часть обнаруженной зернистости в крови полостей 
сердца представляет фактор Виллебранда, который 
либо является продуктом секреции эндотелиоцитов, 
либо соответствует агрегатам тромбоцитов. 

Выводы
В настоящей работе установлены различия в ин-

тенсивности иммуногистохимической реакции на 
фактор Виллебранда эндотелия из разных отделов 
сердца половозрелых животных. Максимальная 
концентрация фВ+ выявлена в эндотелии, выстила-
ющем подаортальный конус, области корня аорты, 
и выстилке фиброзного кольца. Реакция слабо вы-
ражена в эндокарде предсердий и желудочков и от-
сутствует в капиллярах микроциркуляторного русла 
миокарда. Выявлены особенности распределения 
продуктов секреции фВ в полости подаортального 
конуса. Полученные данные могут представлять 
большой интерес не только для морфологов, но и 
для клиницистов, поскольку будут способствовать 
пониманию механизмов региональной специализа-
ции эндотелиоцитов и выяснению топографических 
особенностей предрасположенности к эндотелиаль-
ной дисфункции.
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