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Введение
Диагностика, лечение и профилакти-

ка атеросклероза остаются важнейшей за-
дачей современной медицины. Форми-
рование атеросклеротических пораже-
ний представляет собой стадийный про-
цесс, который сопровождается деструк-
цией эндотелия, базальной мембраны ин-
тимы, эластических и коллагеновых воло-
кон, что способствует повышению прони-
цаемости интимы, миграции и пролифера-
ции гладкомышечных клеток (ГМК), уве-
личению содержания компонентов сое-
динительнотканного экстрацеллюлярного 
матрикса в интиме [1, 2]. Существенный 
вклад в гиперплазию интимы вносит на-
копление протеогликанов и липидов в со-
судистой стенке [3]. Нарушение целостно-
сти эндотелиального пласта (эрозии) инти-
мы расценивается как нестабильность ате-
росклеротических поражений интимы [4]. 
Известно, что до клинических проявлений 
атеросклероза в интиме артерии запуска-
ется сложный патологический механизм 
формирования атеромы, все звенья кото-
рого до сих пор четко не выяснены. Для 

изу чения механизмов атеросклеротиче-
ских изменений широко используется экс-
периментальное воспроизведение измене-
ний сосудов, сходных с атеросклерозом че-
ловека, достигаемое путем кормления жи-
вотных пищей, богатой холестерином или 
чистым холестерином в растворе на расти-
тельном масле [5]. Использование живот-
ных в опытах по воспроизведению экспе-
риментального атеросклероза позволяет 
детально провести анализ атерогенных из-
менений сосудистой стенки на всех стади-
ях формирования данной патологии.

Целью данного исследования было рас-
крыть генез формирования атерогенных по-
вреждений интимы на основании морфоло-
гического изучения изменений стенки аор-
ты экспериментальных животных под влия-
нием холестериновой нагрузки и в динамике.

Материал и методы исследования

Исследования проведены на 40 нели-
нейных кроликах-самцах с исходной мас-
сой тела 2,2–3,2 кг, содержавшихся в стан-
дартных условиях вивария. Эксперимент 
выполнен в соответствии с техническим 
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В статье изложены результаты экспериментальных исследований влияния холестери-
новой нагрузки на формирование атерогенных повреждений интимы аорты кроликов. На 
основании морфологического изучения установлено, что на стадии инициации и началь-
ных стадиях (1-7е сутки) экспериментального атерогенеза происходит активация, апоп-
тоз и усиленная десквамация эндотелиоцитов; на 7-15е сутки формирования атероскле-
ротических повреждений отмечены явления компенсаторной реакции (конгломераты эн-
дотелиальных клеток (ЭК), при наиболее интенсивном апоптозе ЭК прослеживалась тен-
денция к увеличению гиперплазии интимы); при прогрессировании атеросклеротическо-
го процесса (30-60е сутки) выявлено снижение апоптотического индекса ЭК, обуслов-
ленное переходом клеток из поздней стадии апоптоза в некроз.
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кодексом установившейся практики «Над-
лежащая лабораторная практика» ТКП 
125-2008 (02040)), международными реко-
мендациями Европейской конвенции о за-
щите позвоночных животных, используе-
мых для экспериментов или в иных науч-
ных целях от 18 марта 1986 г. и методиче-
скими рекомендациями «Правила работы 
с использованием экспериментальных жи-
вотных» (утв. 16.06.2004 г. ректором «Бе-
лорусская медицинская академия постди-
пломного образования»).

Отбирали активных животных, с глад-
ким, блестящим шерстным покровом, нор-
мальной окраской видимых слизистых обо-
лочек, охотно поедающих корм. Из общей 
партии отобранных животных были сфор-
мированы 5 равноценных групп по 8 кроли-
ков: 1-я (контрольная) группа – интактные 
животные, получавшие стандартный раци-
он (водный режим обеспечивался свобод-
ным доступом к поилкам; основной раци-
он: зерно, овощи, сено, комбикорм) и четы-
ре опытные группы, получавшие дополни-
тельно к стандартному рациону в течение 
7, 15, 30 и 60 суток холестериновую диету, 
разработанную Н. Н. Аничковым (95% вы-
сокоочищенный холестерин (Acros Organics 
B.V.B.A., Бельгия) 200 мг на 1 кг массы жи-
вотного, который разводили в теплом под-
солнечном масле [5]). До начала экспери-
мента животные находились под карантин-
ным наблюдением в течение трех недель. 
Накануне моделирования эксперименталь-
ной дислипидемии животные были лише-
ны корма в течение 24 часов. По истечении 
срока эксперимента животных (опытных 
и контрольных) выводили из опыта путем 
внутрибрюшинного тиопенталового нарко-
за из расчета 1 мл 5% тиопентала натрия на 
100 грамм веса животного.

Для морфологических исследований 
брали сегменты дуги и грудного отдела аор-
ты. Готовились парафиновые срезы толщи-
ной 3 мкм, которые окрашивались гематок-
силином и эозином, по Массону (трихром), 
суданом черным В на липиды. Для иммуно-
цитохимического типирования эндотели-
альных клеток (ЭК) использовали поликло-

нальные антитела к фактору Виллебранда 
(ФВ), anti-FvW (разведение 1:400; Abcam, 
Великобритания), гладкомышечных кле-
ток (ГМК) – моноклональные антитела к 
гладкомышечному актину человека, anti-h 
α-SMA (разведение 1:400; R&DSystems, 
США). Для выявления апоптоза ЭК TUNEL 
методом применяли коммерческий набор 
VasoTACS™ In Situ Apoptosis Detection 
Kit (TREVIGEN, США). Микроскопиче-
ское исследование и изготовление микро-
фотографий проводили с помощью микро-
скопа Leica DMLS с программным обеспе-
чением и цифровой камерой JVC (Герма-
ния). Изготовленные препараты подверга-
лись обзорной микроскопии, при которой 
оценивались строение стенки аорты, состо-
яние эндотелиальной выстилки, наличие 
патологических изменений. Для проведе-
ния электронно-микроскопического мето-
да исследования фрагменты аорты фикси-
ровали в растворе, состоявшем из 3%-ного 
глутарового альдегида и 1%-ного парафор-
ма, после чего материал измельчали и об-
рабатывали 2%-ным раствором OsO4 (четы-
рехокиси осмия). После промывания 0,1 М 
фосфатным буфером материал обезвожива-
ли в спиртах возрастающей крепости и за-
ключали в аралдит по схеме, изложенной в 
руководстве Боголепова Н.Н. (1976). Мате-
риал выдерживали в термостате при 56°С 
до полной полимеризации аралдита и даль-
нейшего анализа под электронным микро-
скопом JEM 100C (Япония).

Апоптотический индекс ЭК аорты 
(АИэк) рассчитывали при увеличении 1000 
по формуле [6]:

АИэк,% = 100% × (количество TUNEL-
позитивных ядер ЭК в поле зрения / общее 

количество ядер ЭК в поле зрения)
Толщину интимы (Lia, мкм) измеряли 

при увеличении 400 используя программу 
ImageJ 1.47j (Rasband, W. S., ImageJ, U. S. Na-
tional Institutes of Health, Bethesda, Maryland, 
США, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2014.).

Для статистической обработки дан-
ных использовали пакет прикладных про-
грамм Statistica v. 6.0 (StatSoft Inc., 2006, 
США). Результаты исследования проверя-
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ли на нормальность распределения с по-
мощью W-теста Шапиро-Уилка. Разли-
чия между выборками оценивали, исполь-
зуя Н-критерий Краскела-Уоллиса (более 
двух независимых групп), U-тест Манна-
Уитни (две независимые группы). Данные 
представлены в виде Ме [25; 75] (медиана, 
межквартильный интервал). Взаимосвязь 
между изучаемыми признаками оценива-
лась с применением рангового корреляци-
онного анализа Спирмена, rs. При всех ви-
дах статистического анализа уровень зна-
чимости составлял 95% (р<0,05) [7]. Все 
исследования проведены на базе Научно-
исследовательской лаборатории ГУО «Бе-
лорусская медицинская академия последи-
пломного образования».

Результаты исследования 

Исследование гистоструктуры стен-
ки аорты контрольных животных показа-
ло соответствие ее строения имеющимся 
в литературе описаниям [5], согласно кото-
рым в норме интима аорты кроликов пред-
ставлена эндотелием и субэндотелиальным 
слоем, в котором располагалась лишь тон-
кая прослойка основного вещества, содер-
жащая единичные клетки – в среднем одну 
ГМК на 3-4 ЭК и один моноцит на 8-10 ЭК, 
и единичные фибробласты. В участках уси-
ленного кровотока отмечалась пролифера-
ция ЭК и утолщение интимы за счет гипер-
плазии эластических и коллагеновых воло-
кон и клеток: фибробластов, ГМК. Во всех 
контрольных образцах аорты хорошо ви-
зуализировались эластические мембраны 
(ЭМ), окраска суданом черным В на липиды 
не выявила суданофильных веществ в 
цитоплазме клеток. Интенсивность окраски 
к ФВ определялась как умеренно и сильно 
выраженная, обнаруживались единичные 
слабоокрашенные TUNEL-позитивные ЭК.

Гистологический анализ стенки аорты 
кроликов через 7 суток эксперимента выя-
вил умеренно выраженные изменения: на-
бухание и/или гиперхромия ЭК, конден-
сация хроматина, миграция ГМК в субин-
тимальный слой, диффузно-очаговое или 

распространенное формирование неоин-
тимы (рисунок 1А, Б) с наличием единич-
ных пенистых макрофагов. В образцах при 
окраске к ФВ отмечалась прерывистость 
эндотелиальной выстилки с участками де-
сквамации ЭК, в которых при исследова-
нии TUNEL методом конденсация хро-
матина в виде мелких глыбок выявлялась 
ближе к периферии ядра (рисунок 1В, Г).

Электронно-микроскопические иссле-
дования показали нарастание деструктив-
ных процессов в клетках эндотелиального 
слоя интимы, разрушение ЭК аорты и раз-
растание вокруг очагов деструкции соеди-
нительной ткани (рисунок 2А). В ядрах ин-
тимальных клеток наблюдалось перерас-
пределение гетерохроматина с формиро-
ванием осмиофильных краевых скоплений 
повышенной электронной плотности, де-
струкция митохондрий, появление внутри-
клеточных липидных капель, мелких гра-
нул гликогена. В толще коллагеновых раз-
растаний подэндотелиального слоя инти-
мы отмечалось формирование ксантомных 
клеток, нагруженных липидными капля-
ми и мелкими гранулами холестерина, так-
же выявлялись объемные электронноплот-
ные липидные включения, примыкающие 
к некротически измененным клеткам ин-
тимальной оболочки аорты.

Через 15 суток эксперимента микро-
скопически визуализировались очаги ги-
перплазии интимы, состоящие из тонких, 
рыхло расположенных коллагеновых воло-
кон и поврежденной эндотелиальной вы-
стилки в виде набухших ЭК с неоднород-
ной цитоплазмой, участки с мелкоочаго-
вой адгезией клеток крови и мелкими ка-
плями жира, отмечалось образование кон-
гломератов из дегенеративно измененных 
ЭК и с TUNEL-позитивными ядрами (ри-
сунок 1Д, З). На участках аорты без выра-
женных гистологических изменений ЭК, 
формировавшие практически непрерыв-
ный пласт, были несколько уплощены, с 
очаговой резкой гиперхромией ядер (кари-
опикноз). В ряде наблюдений прослежи-
валась повышенная миграция ГМК медии 
в интиму и подэндотелиальный слой. При 
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окраске суданом черным на липиды в оча-
гах гиперплазии интимы отмечалось появ-
ление мелких капель жира (рисунок 1Е). 
Иммуногистохимически выявлялось диф-
фузное окрашивание субэндотелиально-
го слоя к ФВ (рисунок 1Ж), которое может 
быть обусловлено синтезом ФВ в сторону 
субэндотелия, где он, связываясь с коллаге-
ном, включается в состав экстрацеллюляр-
ного матрикса [8] и способствует прикре-
плению к коллагену субэндотелия адгези-
рованных тромбоцитов [9].

На данном этапе эксперимента при 
электронно-микроскопическом исследова-
нии в эндотелиальном и подэндотелиаль-
ном слоях интимы аорты обнаруживалось 
появление объемных липидных капель, ко-
торые заполняли не только межклеточное 
пространство между малодифференциро-
ванными интимальными и эндотелиальны-
ми клетками, но и откладывались в их ци-
топлазме (рисунок 2Б).

На 30 сутки эксперимента определя-
лась очаговая гиперплазия интимы за счет 

Окраска гематоксилин-эозином (А, Д, И). Окраска суданом черным В (Б, Е, К). Позитивная иммуногисто-
химическая реакция к ФВ (В, Ж, Л). Метод TUNEL (Г, З, М). ГИ – гиперплазия интимы, М – медия. ×400 

(А-В, Д-Ж, И, К), ×1000 (Г, З, Л, М)
Рисунок 1 – Морфологические изменения интимы аорты 

кроликов в разные сроки холестериновой нагрузки
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волокнистого компонента, в котором пре-
обладали коллагеновые волокна; эласти-
ческие волокна отмечались в меньшем ко-
личестве. В ряде наблюдений равномер-
ная полоса гиперплазированной инти-
мы была сформирована по всей площа-
ди микропрепарата, наблюдались повы-
шенная пролиферация и миграция ГМК 
в субинтимальный слой, очаговая гипер-
трофия ГМК, вакуолизация их цитоплаз-
мы, регистрировались крупные клетки с 
неоднородной, чаще пенистой, цитоплаз-
мой и небольшим, эксцентрично распо-
ложенным, ядром. В участках эрозий ин-
тимы (зоны десквамации ЭК) была харак-

терна адгезия тромбоцитов, лимфоцитов. 
Диффузно в неоинтиме визуализирова-
лись вне- и внутриклеточно суданофиль-
ные глыбки, липидные пятна и полоски. 
Появлялись очаги бляшкоподобных утол-
щений внутренней оболочки аорт, поверх-
ностная часть которых содержала большое 
количество гематогенных клеток (лимфо-
циты, моноцитарные макрофаги, нейтро-
филы), среди них выявлялись как пикно-
тичные, так и с конденсированным хрома-
тином по периферии TUNEL-позитивные 
ядра макрофагов. ЭК над скоплениями пе-
нистых клеток и бляшкоподобными утол-
щениями – набухшие или гиперхромные, 

АФ – активированный фибробласт, КВ – коллагеновые волокна, ККл – ксантомная клетка, Л – липидные 
капли, ОД – очаг деструкции, СТ – соединительная ткань, Хл – холестерин. Я – ядро. ×4000 (В); 5800 (А); 

6000 (Б, Г)
Рисунок 2 – Ультраструктура (электронно-микроскопическое исследование) 

интимы аорты кроликов в разные сроки холестериновой нагрузки. Разрастания 
соединительной ткани вокруг очагов деструкции, 7е сутки (А), липидные отложения 
в цитоплазме интимальных клеток аорты, 15е сутки (Б), активированный фибробласт 

в интиме аорты, 30е сутки (В), деструктивные изменения в интиме, 60-е сутки (Г)
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при иммуногистохимическом анализе – 
усиленная экспрессия ФВ в цитоплазме 
ЭК (рисунок 1Л).

Электронно-микроскопическими ис-
следованиями установлено, что липидно-
белковая инфильтрация интимы аорты уси-
ливалась – отмечалась тотальная липидная 
вакуолизация клеток эндотелия и неоинти-
мальных ГМК, липидные капли заполняли 
большую часть цитоплазматического про-
странства клеток, оттесняя внутриклеточ-
ные органеллы к периферии. В толще со-
единительнотканных волокон (коллагено-
вых разрастаний) обнаруживалась повы-
шенная пролиферативная активность фи-
бробластов (рисунок 2В), которые стиму-
лировали разрушение пенистых клеток и 
разрастание в интиме молодой соедини-
тельной ткани.

Через 60 суток эксперимента в интиме 
аорты регистрировались отдельные пени-
стые макрофаги или их скопления. На зна-
чительном протяжении микропрепаратов 
в ряде наблюдений – гиперплазия интимы 
или увеличение площади «бляшки», состо-
ящих из двух-трех слоев пенистых макро-
фагов, фибробластов, лимфоцитов, разгра-
ниченных прослойками рыхло упакован-
ных тонких коллагеновых волокон. Оча-
гово наблюдалось выраженное разрыхле-
ние и отек субинтимального слоя. В глуби-
не бляшек соединительнотканные волокна 
подвергались дегенеративным изменени-
ям: становились утолщенными, часто сли-
вались между собой, образуя гомогенные 
участки, местами в состоянии фрагмента-
ции и лизиса (рисунок 1И). На поверхно-
сти гиперплазированной интимы аорт на-
ряду с неизмененными ЭК визуализирова-
лись несколько уплощённые, резко кариох-
ромные, очагово-набухшие, округлые ЭК. 
Отмечалась их гибель (часть ЭК наряду 
с TUNEL-позитивным ядром имела пози-
тивно окрашенную цитоплазму, что могло 
свидетельствовать о поздней стадии апоп-
тоза и переходе ее в некроз) и десквамация, 
формировались эрозии (рисунок 1М). Для 
ядер ГМК интимы была характерна кон-
денсация хроматина по апоптотическому 

типу, вакуолизация или неоднородность 
(пенистость) цитоплазмы. На границе су-
бинтимального слоя с медией прослежива-
лась частая локализация плотной прослой-
ки ГМК. При окраске суданом черным В 
в цитоплазме пенистых макрофагов инти-
мы, а также вне клеток – скопления круп-
ноглыбчатых липидных масс (рисунок 1К).

Электронно-микроскопические иссле-
дования. В межклеточном пространстве 
интимы, в клетках эндотелия и подэндо-
телиального слоя выявлялись обширные 
очаги липидных отложений разной элек-
тронной плотности. В их толще – апопто-
тически измененные клетки интимы, пуч-
ки коллагеновых волокон, гранулы холе-
стерина. Разрастание молодой соедини-
тельной ткани интимы, в которой отме-
чались деструктивно измененные плазма-
тические и ксантомные клетки, а также 
распадающиеся липидные массы и жиро-
белковые комплексы, формирующие де-
трит (рисунок 2Г).

Проведенные нами исследования апоп-
тоза клеток сосудистой стенки на фоне хо-
лестериновой диеты [10] показали, что 
структурные изменения в аортах кроликов 
были связаны с интенсивным и распростра-
ненным апоптозом ГМК, пенистых макро-
фагов и менее выраженным апоптозом ЭК. 
Морфометрические исследования опреде-
лили: при атерогенной диете у кроликов 
индуцировался апоптоз ЭК во все сроки 
эксперимента с разной степенью проявле-
ния (таблица). При этом апоптоз ЭК сопро-
вождался гиперплазией интимы аорт экс-
периментальных животных. Достоверное 
увеличение (р<0,05) АИэк и Liа было отме-
чено на 7, 15, 30 и 60 сутки эксперимента 
по сравнению с контролем. В эксперимен-
тальных группах (15, 30 и 60 сутки) выяв-
лено достоверное увеличение (p<0,05) Liа 
относительно экспериментальной группы, 
получавшей атерогенную диету в течение 
7 суток. 15-е сутки характеризовались наи-
более выраженным увеличением (р=0,001) 
АИэк по сравнению с контрольной груп-
пой. При сравнении АИэк в эксперимен-
тальных группах достоверной разницы не 
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обнаружено. Выявлено наличие прямой 
корреляции между сроком эксперимента и 
размером Liа (rs=0,68, р<0,001), размером 
Liа и увеличением АИэк (rs=0,42, р=0,006).

Таким образом, как показали прове-
денные исследования, наиболее ранним 
и специфичным признаком структурных 
повреждений аорты кроликов в первые 7 
суток приема атерогенной диеты является 
активация ЭК с последующими деструк-
тивными изменениями в них (набухание 
или гиперхромия ядер, конденсация 
хроматина), усиленным апоптозом ЭК, их 
десквамацией, что может способствовать 
повышенной миграции ГМК и макрофа-

гов, отложению атерогенных липопротеи-
нов в стенке сосуда и образованию очаго-
вой гиперплазии интимы. На более позд-
них сроках (15-е сутки эксперимента) – зо-
нальное образование конгломератов ЭК на 
люминальной поверхности сосуда; дегене-
ративные изменения соединительноткан-
ных волокон (фрагментация и лизис), ско-
пление пенистых макрофагов в области 
сформированной неоинтимы в отдаленные 
сроки эксперимента (30-60 суток). Проис-
ходящие изменения в стенке аорты кроли-
ков на фоне холестериновой нагрузки мож-
но представить в виде следующей схемы 
(рисунок 3).

Таблица – Количественный анализ TUNEL-позитивных ЭК и гиперплазии интимы 
аорты в различные сроки холестериновой нагрузки (Ме [25; 75]). 

Показатель
Контроль 7 суток 15 суток 30 суток 60 суток U-критерий 

Манна-Уитни,
p<0,051 2 3 4 5

Lia, мкм 4,33
[3,32;5,59]

6,38
[4,38;8,47]

9,78
[7,64;12,75]

9,39
[6,01;17,93]

9,35
[7,23;12,69]

p1–2; p1–3; p1–4; p1–5;
p2–3; p2–4; p2–5

АИэк, % 26,14
[20,06;28,35]

40,30
[35,29;51,56]

62,34
[49,73;83,97]

43,34
[38,09;56,04]

48,01
[38,66;53,50]

p1–2; p1–3;
p1–4; p1–5

Рисунок 3 – Динамика изменений интимы аорты кроликов 
при экспериментальной дислипидемии
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Заключение

1. На начальных стадиях формирова-
ния атерогенных повреждений (1-
7е сутки) в интиме аорты кроликов 
происходит активация ЭК, которая 
проявляется повышением интен-
сивности окраски к ФВ, дистро-
фическими изменениями, апопто-
зом, зональной десквамацией ЭК, 
способствуя изменению барьерной 
функции эндотелиальной выстил-
ки; наблюдается повышенная ми-
грация ГМК, появление единичных 
пенистых макрофагов, что иниции-
рует образование гиперплазии ин-
тимы. Гиперплазия интимы более 
6,38 [4,38; 8,47] мкм может слу-
жить информативным морфологи-
ческим критерием дисфункции эн-
дотелия на ранних стадиях атеро-
генных нарушений у кроликов.

2. На более поздних сроках (7-15е 
сутки) патологические изменения 
в интиме аорты кроликов носят 
компенсаторный характер и про-
являются, прежде всего, в образо-
вании конгломератов, состоящих 
из дегенеративно измененных ЭК 
на поверхности утолщений инти-
мы; отмеченное диффузное окра-
шивание субэндотелиального слоя 
к ФВ может свидетельствовать об 
увеличении тромбогенного потен-
циала. При наиболее интенсивном 
апоптозе ЭК прослеживается тен-
денция к увеличению гиперплази-
рованной интимы.

3. В отдаленные сроки эксперимента 
(30-60е сутки) при прогрессирова-
нии атеросклеротического процесса 
отмечены снижение АИэк, обуслов-
ленное переходом клеток из поздней 
стадии апоптоза в некроз, деструк-
тивные изменения соединительно-
тканных волокон (фрагментация и 
лизис), экстрацеллюлярное отложе-
ние липидов, формирование липид-
ных пятен, полосок и бляшкоподоб-
ных утолщений в стенке сосудов.
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HIStoLogIcAL, HIStocHEMIcAL, uLtRAStRuctuRAL 
AND MoRpHoMEtRIc ANALySIS of INtIMA IN RABBIt 

AoRtA DuRINg cHoLEStERoL LoADINg

The results of experimental studies of the cholesterol loading effect on the atherogenic 
lesions intima formation in rabbit aorta are presented in the article. Endothelial cell activa-
tion, apoptosis and increased desquamation were discovered at the stage of initiation and early 
stages (1-7 days) of experimental atherogenesis; compensatory reaction (endothelial cells (EC) 
conglomerates, tendency to intimal hyperplasia increase was traced during the most intense 
apoptosis EC) was observed on 7-15 days of atherosclerotic lesions formation; decrease of EC 
apoptotic index due to the transition of the late stage of apoptosis to necrosis was determined 
after 30-60 days of experiment.

Key words: apoptotic index, intima, cholesterol loading, endothelium
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