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Гипертрофические изменения миокарда желудочков сердца сопровождают боль-
шинство сердечно-сосудистых заболеваний и являются серьезным фактором риска 
внезапной смерти. На сегодняшний день разработан широкий спектр in vitro и in vivo 
моделей гипертрофии, однако ни одна из них не позволяет исследовать единовремен-
но как биохимические, так и физиологические аспекты ее патогенеза. В настоящей 
работе предложен метод на основе индукции гипертрофии левого желудочка (ГЛЖ), 
возникающей в  результате реноваскулярной гипертензии у  крыс, с  последующим 
выделением кардиомиоцитов из сердец. В исследование было взято 68 крыс (32 кры-
сы типа 1П1К, 16 крыс типа 1П, 20 крыс типа ЛО). Для развития ГЛЖ у крыс “одна 
почка одна клипса” (1П1К) левая почка удалялась, а на почечную артерию правой 
почки накладывалась клипса для ограничения кровотока. У группы крыс “ одна по-
чка” (1П) удаляли левую почку, тогда как правая оставалась интактной, а у ложно-
оперированных крыс (ЛО) проводили вскрытие брюшной полости с последующим 
наложением швов без каких-либо манипуляций с почками. Две последние группы 
использовались как контрольные. Через 1.5 месяца масса левого желудочка у крыс 
1П1К превышала массу левого желудочка у контрольных групп в 1.2 раза, а артери-
альное давление у группы 1П1К относительно 1П и ЛО групп возрастало в 1.4 раза. 
У крыс 1П1К относительно контрольных групп наблюдалось повышение концент-
рации мочевины в крови и в моче примерно в 1.4 раза, а также усиление почечной 
экскреции, оцененной по клиренсу креатинина, в  1.5 раза. Концентрация натрий
уретического пептида B типа (BNP) в сыворотке крови у группы 1П1К превышала 
таковую у контрольных групп в 2 раза. После индукции ГЛЖ из сердец контрольных 
и гипертрофированных крыс были получены первичные культуры кардиомиоцитов. 
Концентрация BNP в  кондиционированной среде первичной культуры желудочко-
вых кардиомиоцитов крыс 1П1К была выше, чем в контрольных группах, в 3.4 раза. 
Таким образом, было показано, что кардиомиоциты, выделенные из крыс группы 
1П1К, сохраняют гипертрофический фенотип, а данный комбинированный подход 
можно использовать для исследования сердечной гипертрофии in vivo и in vitro.
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ВВЕДЕНИЕ

Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) являются главной причиной летального 
исхода и инвалидизации населения в мире и представляют собой серьезную проблему 
для современного здравоохранения [1]. Большинство ССЗ сопровождается развитием 
такого патологического состояния, как гипертрофия миокарда. Гипертрофическим из-
менениям в  сердце могут подвергаться как предсердия, так и желудочки. Основные 
ССЗ ассоциированы в основном с развитием желудочковой гипертрофии, тогда как ги-
пертрофия предсердий встречается гораздо реже [2]. Левожелудочковая гипертрофия 
в  30% случаев ассоциирована с  артериальной гипертензией  [3]. Гипертрофия пред-
ставляет собой утолщение стенки миокарда, возникающее как адаптивная реакция 
на различные стрессовые воздействия с целью улучшения работы сердечной мышцы 
и обеспечения организма кислородом [4]. Гипертрофию принято подразделять на фи-
зиологическую и патологическую. Физиологическая гипертрофия развивается в усло-
виях повышенной потребности организма в  кислороде, например при повышенной 
физической нагрузке или при беременности [5, 6]. В случае продолжительных хрони-
ческих патологических воздействий, например, таких как повышенное давление или 
различные ССЗ, физиологическая гипертрофия трансформируется в патологическую, 
чтобы нормализовать функционирование сердца и обеспечение тканей кислородом [7]. 
Желудочковая гипертрофия развивается практически при всех известных на сегодняш-
ний день ССЗ – при сердечной недостаточности, после перенесенного инфаркта ми-
окарда, при врожденных и  приобретенных пороках сердца, а  также при различных 
формах кардиомиопатий. Наличие желудочковых гипертрофических изменений в ми-
окарде является серьезным фактором риска внезапной смерти [7].

На клеточном уровне патологическая гипертрофия выражается в так называемом 
ремоделировании кардиомиоцитов  – увеличении размеров клеток, интенсификации 
белкового синтеза, формировании высокоупорядоченных саркомеров, а также в изме-
нении картины экспрессионного профиля в сторону, характерную для неонатальных 
кардиомиоцитов [8]. При этом пролиферативная активность клеток не меняется. Среди 
возможных причин возникновения гипертрофии выделяют воздействие механическо-
го стресса [9, 10] и различных ростовых агентов, таких как инсулиноподобный фактор 
роста-1 (IGF-1) или трансформирующий фактор роста beta (TGF-β) [11]. Патологиче-
ская гипертрофия, сопровождающая ССЗ, практически всегда связана с хроническими 
воспалительными процессами в  сердечной мышце  [12]. При этом в  миокарде обна-
руживаются высокие концентрации провоспалительных цитокинов, таких как фактор 
некроза опухоли (TNFα), а также IL-1β, IL-6. Показано, что данные агенты через ак-
тивацию сигнального пути NFkappa-B также могут стимулировать развитие гипертро-
фии. Кроме этого, прогресс патологической гипертрофии может быть индуцирован 
активными формами кислорода, которые через ряд сигнальных каскадов, например 
MAPK и  PKC-индуцированных, активируют гипертрофическую транскрипционную 
программу клетки [13, 14]. Показано, что при патологической гипертрофии количество 
функционально активных кардиомиоцитов в сердце снижается [15].

Ввиду важности гипертрофических изменений в левом желудочке в патогенезе ССЗ 
исследование молекулярных механизмов их развития на in vitro и in vivo моделях пред-
ставляет собой крайне актуальную задачу. Следует отметить, что каждая из моделей 
исследования обладает как возможностями, так и ограничениями, и использование ни 
одной из них не является полным отражением процессов, происходящих при гипер-
трофии, хотя существуют модели, максимально приближенные к  физиологическим 
условиям. In vitro модели основаны на  индукции гипертрофии в  клеточных культу-
рах кардиомиоцитов под действием специальных агентов. Такие модели используют 
для идентификации и исследования различных сигнальных путей, вовлеченных в раз-
витие гипертрофического ответа. Основная проблема в  данном случае заключается 
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в невозможности получения полностью кардиоспецифичной клеточной линии. Боль-
шинство подобных исследований проводятся с использованием первичной культуры 
неонатальных кардиомиоцитов крыс [16]. Эти клетки делятся небольшое количество 
раз и могут находится в здоровом состоянии в культуре до одной недели. В данном 
случае культура имеет смешанный характер и содержит значительное количество при-
месных фибробластов. Для моделирования гипертрофии in vitro также используют 
кардиомиоциты, полученные из сердец взрослых крыс, и кардиомиоциты, индуциро-
ванные из плюрипотентных стволовых клеток (iPSC), которые довольно значительно 
отличаются от зрелых кардиомиоцитов миокарда по организации саркомера и сократи-
мости [17]. При обработке такими агентами, как изопротеренол, фенилэфрин, ангио-
тензин II и эндотелин-1, кардиомиоциты в таких культурах увеличиваются в размерах, 
в них возрастает общее количество синтезированного белка и общая экспрессия генов 
приобретает профиль, характерный для гипертрофических изменений [18–20]. In vivo 
модели гипертрофии наиболее приближены к реальной физиологической картине, так 
как в данном случае индукцию гипертрофических изменений вызывают в интактном 
животном. Однако данные модели не позволяют исследовать механизмы развития 
гипертрофии на молекулярном уровне. Техники моделирования гипертрофии in vivo 
включают в  себя непосредственное вмешательство в  сердечно-сосудистую систему 
для индукции гипертензии с последующей гипертрофией (перегрузка давлением, пе-
регрузка объемом, ишемия или инфаркт миокарда) [21, 22]. 

Одним из наиболее распространенных подходов для моделирования левожелудоч-
ковой гипертрофии in vivo является модель реноваскулярной гипертензии (РВГ). Самой 
показательной является модель с одной почкой и одной клипсой (1П1К), при которой 
удаляется одна почка и  зажим помещается на  почечную артерию оставшейся почки. 
В данном случае РВГ является формой гипертензии, которая зависит от ренин-агиотен-
зиновой системы только в начале заболевания. Показано, что механизм развития РВГ 
запускается при сужении просвета приносящей почечной артерии не менее чем на 70–
80% [23]. Считается, что важную роль в увеличении системного артериального давления 
и частоты сердечных сокращений играет увеличение симпатической активности [24].

РВГ сопровождается развитием гипертрофии миокарда за счет поперечного увели-
чения кардиомиоцитов и возникновением интерстициального фиброза сердца, особен-
но вокруг коронарных артерий [25]. Данная модель позволяет исследовать физиоло-
гические изменения, происходящие при развитии артериальной гипертензии у крыс, 
сопряженной как с почечной, так и с сердечной недостаточностью. 

Таким образом, моделирование гипертрофии на  клеточных культурах кардиомио-
цитов с использованием различных агентов (эндотелин-1, норадреналин) in vitro легче 
осуществить технически, однако результаты с их использованием не всегда соответст-
вуют реальной картине при гипертрофических изменениях миокарда. In vivo модели 
гипертрофии позволяют получить информацию о различных процессах, протекающих 
в сердечной мышце на физиологическом уровне, но исследования процессов на моле-
кулярном уровне с использованием данных подходов затруднены. В связи с этим сов-
мещение in vivo и in vitro техник моделирования гипертрофии и разработка модельной 
системы, использование которой, с одной стороны, позволило бы оценить физиологи-
ческие параметры сердечно-сосудистой системы у животных с ГЛЖ сердца, а с другой 
стороны – исследовать различные молекулярные процессы на клеточном уровне, являет-
ся подходом, расширяющим возможности изучения гипертрофии. Однако на сегодняш-
ний день большинство исследований гипертрофии осуществляется с  использованием 
одного типа модельных систем, а в тех в работах, где применяется комбинированный 
подход, эксперименты in vivo и in vitro проводят независимо, что не позволяет просле-
дить развитие гипертрофии на физиологическом и молекулярном уровне в едином ор-
ганизме [26]. Поэтому разработка подхода, совмещающего создание in vivo модельной 
системы левожелудочковой гипертрофии миокарда с получением и оценкой культуры 
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гипертрофированных кардиомиоцитов из сердец крыс in vitro, и являлась целью данной 
работы. Данная технология, как нам кажется, позволит изучить механизмы патогенеза 
гипертрофии более полно, поскольку появится возможность исследования патологиче-
ского состояния на разных уровнях организации в едином модельном объекте.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Все использованные реактивы общего назначения имели аналитическую чистоту 
и были приобретены в фирмах Sigma (США), “Хеликон” (Россия); расходные материа-
лы из лабораторного и культурального пластика были приобретены в фирмах “ПанЭко” 
(Россия) и “Хеликон”. Наборы для измерения концентрации ионов и метаболитов в би-
ологических жидкостях были приобретены в “Ольвекс Диагностикум” (Россия). Анти-
тела для иммунохимических работ были приобретены в компании Hytest (Финляндия) 
и Thermo Fischer (США). Дизайн исследования представлен на рис. 1.

Физиологические и  аналитические методы. Исследование проводили на  самцах 
линии Вистар, массой тела 250–300  г, полученных из вивария НИИ общей патоло-
гии и патофизиологии (Москва, Россия). При содержании крыс соблюдались условия 
12-часового светового дня, со свободным доступом к воде и пище, при контроле влаж-
ности и температуры. Эксперименты начинали не ранее чем через 7 дней после достав-
ки животных. 

Проведение операций для моделирования реноваскулярной гипертензии. Для экс-
периментов животных разбивали на три группы: экспериментальную 1П1К (одна по-
чка, одна клипса) и две контрольные – 1П (одна почка) и ложнооперированные (ЛО). 
Моделирование РВГ у группы 1П1К проводили посредством удаления правой почки 
совместно с  установкой серебряной клипсы (0.26  мм) на  левую почечную артерию. 
Для контрольной группы 1П удаляли правую почку, а  левую оставляли интактной. 
В группе крыс ЛО проводили ложную операцию, оставляя обе почки интактными [27]. 
После операции животных помещали в индивидуальные клетки с чистыми опилками, 
доступом к корму и воде ad libitum. В течение последующих трех дней крысам вводили 
ципрофлоксацин (Ciprinol® 5 мг/кг, 2 мг/мл в сутки) внутрибрюшинно, а также следили 
за терморегуляцией и производили инъекции глюкозы и физиологического раствора.

Оценка динамики массы тела у крыс. Перед экспериментом всех крыс взвешивали 
и разделяли на группы так, чтобы средняя масса тела во всех группах была одинаковой. 

Renovascular
hypertension

modeling

Cardiac
hypertrophy
development

Systolic blood pressure
The left ventricle’s mass

Creatinine clearance
BNP in blood serum

BNP in the
conditioned medium

of cardiomycites

Isolation and
characterization of
primary culture of

ventricular
cardiomyocytes

Рис. 1. Дизайн исследования.
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На протяжении всего эксперимента животных еженедельно взвешивали для оценки 
общего состояния после операции. Также животных взвешивали перед и  после по-
садки в метаболические клетки. За исходное значение массы тела крысы брали этот 
показатель непосредственно перед операцией.

Оценка динамики систолического артериального давления у  крыс. Для оценки 
степени развития гипертензии измеряли систолическое артериальное давление (САД) 
плетизмографическим методом “с хвоста” при помощи программного обеспечения 
Power Graph и тензометрического датчика еженедельно в течение 6 недель после опе-
рации. За контрольную точку брали значение, измеренное у крыс за 2–3 дня до опера-
ции. Перед измерением САД крысы подвергались умеренному тепловому воздействию 
в течение 10 мин. Затем крысу помещали в плексигласовый рестрейнер для иммоби-
лизации. Регистрацию САД проводили при помощи манжеты, надетой на основание 
хвоста крысы и  соединенной с  манометром, и  тензометрического датчика (Россия). 
Результаты 5–6 измерений для каждой крысы усредняли.

Сбор мочи в метаболических клетках для оценки функций почки по биохимиче-
ским показателям. Каждые две недели животных взвешивали и помещали на 23 ч 
в чистые сухие метаболические клетки Tecniplast (Италия) для определения объема 
суточной мочи и суточного потребления жидкости, при этом животных лишали кор-
ма, но доступ к воде был неограничен. Пробы суточной мочи объемом 1 мл отбирали 
для дальнейшего измерения содержания креатинина и ионов; образцы замораживали 
и хранили при –20 °C.

Сбор крови для оценки функции почки по биохимическим показателям и определе-
ния концентрации диагностического маркера гипертрофии миокарда. После посадки 
в метаболические клетки, в течение шести недель после операции, каждые две недели 
у крыс проводили отбор крови. После умеренного теплового воздействия крысу фик-
сировали в плексигласовом рестрейнере для иммобилизации и отбирали в пробирку 
1 мл крови из хвостовой вены при помощи медицинского шприца. Для полного свер-
тывания крови после ее сбора пробирки держали 30 мин при комнатной температуре, 
затем еще 30 мин в холодильнике при 4 °С, после чего кровь центрифугировали при 
500 g. Супернатант (сыворотку) отбирали, разделяли на аликвоты по 100 мкл, замора-
живали и хранили при –20 °С.

Морфометрия органов. По прошествии 6 недель после индукции гипертензии у ча-
сти животных проводили морфометрию органов. Крысам вводили уретан в дозе 1.2 г/кг 
и после того, как наркоз подействовал, декапитировали. Далее извлекали органы для 
морфометрии: измеряли массу сердца и  его отделов (предсердия, левый желудочек, 
правый желудочек и межжелудочковая перегородка), а также массу легких и почек. На 
основе полученных данных рассчитывали коэффициенты выраженности гипертрофии 
левого желудочка. Коэффициент гипертрофии рассчитывали делением массы левого 
желудочка на массу сердца и выражали в процентах.

Биохимические и культурально-биологические методы
Определение концентрации креатинина в  сыворотке крови и  моче крыс. Для 

оценки функции почек проводили измерение такого показателя, как клиренс креати-
нина. Содержание креатинина в моче и сыворотке крови определяли методом Яффе 
при помощи набора реагентов “Креатинин-Ольвекс” (Россия). Интенсивность окра-
ски реакционной среды считали пропорциональной концентрации креатинина в про-
бе и измеряли фотометрически при длине волны 505 нм на мультимодальном ридере 
CLARIOstar® (BMG LABTECH, Германия). Клиренс креатинина (КК) вычисляли по 
формуле КК = Ucr × V / Scr, где КК – клиренс креатинина, V – объем суточного мо-
чеотделения, Ucr – концентрация креатинина в моче, Scr – концентрация креатинина 
в сыворотке крови.
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Определение концентрации мочевины в  сыворотке крови и моче крыс. Содержа-
ние мочевины в моче и сыворотке крови определяли фенол-уреазным гипохлоритным 
методом при помощи набора реагентов “Мочевина-Ольвекс”. Интенсивность окра-
ски реакционной среды считали пропорциональной концентрации мочевины в  про-
бе и измеряли фотометрически при длине волны 540 нм на мультимодальном ридере 
CLARIOstar® (BMG LABTECH, Германия). 

Определение концентрации натрия в сыворотке крови и моче крыс. Содержание 
натрия в моче и сыворотке крови крыс определяли колориметрическим методом при 
помощи набора реагентов “Натрий-Ольвекс”. Интенсивность окраски реакционной 
среды считали обратно пропорциональной содержанию натрия в  пробе и  измеряли 
фотометрически при длине волны 405 нм на мультимодальном ридере CLARIOstar® 
(BMG LABTECH). 

Определение концентрации калия в сыворотке крови и моче крыс. Содержание ка-
лия в моче и сыворотке крови определяли турбидиметрическим методом при помощи 
набора реагентов “Калий-Ольвекс”. Интенсивность мутности суспензии считали про-
порциональной концентрации калия в пробе и измеряли фотометрически при длине 
волны 540 нм на мультимодальном ридере CLARIOstar® (BMG LABTECH). 

Извлечение и  перфузия сердца взрослых крыс по Лангендорфу. По прошествии 
шести недель после моделирования реноваскулярной гипертензии у части животных 
извлекали сердца для выделения первичных культур желудочковых кардиомиоцитов. 
24-луночные планшеты и конфокальные чашки заранее покрывали раствором фибро-
нектина (40 мкг/мл, 250 мкл в лунку) и ожидали полимеризации подложки в течение 
ночи при 4 °С. Непосредственно перед началом выделения, а также во время выполне-
ния перфузии все растворы нагревали на водяной бане до 37 °С и продували карбогеном 
(95% O2, 5% СО2). Установку для промывки сердца по Лангендорфу [28] промывали 
100 мл спирта, затем 200 мл дистиллированной воды со скоростью 10 мл/мин и 50 мл 
раствора Кребса–Хензеляйта (КНВ; в мМ 25 HEPES; 118 NaCl; 4.8 KCl; 1.25 MgSO4; 
1.25 K2HPO4; рН 7.4) со скоростью 6 мл/мин. Также готовили раствор А (40 мл КНВ, 
40 мг БСА, 2.4 мг коллагеназы типа 2, 2 мг протеазы, 250 мкМ CaCl2) и инкубировали 
минимум 30 мин при интенсивном перемешивании. 

Крысе внутрибрюшинно вводили гепарин 5000 МЕ/мл (0.1 мл раствора на 100 г 
массы тела животного), ожидали около 10 мин, затем декапитировали с помощью гиль-
отины. Сердце извлекали в ходе торакотомии и помещали его в стакан с 20 мл раствора 
KHB для дополнительного очищения от крови после нескольких циклов сокращения.

Запускали установку для перфузии сердца по Лангендорфу, состоящую из пери-
стальтического насоса и нагревателя, сердце переносили в чашку Петри с 15 мл рас-
твора KHB, очищали от жира и фрагментов легких, после чего подвешивали за аорту 
на  канюлю установки, не останавливая ток КНВ. Подвязывали все крупные сосуды 
хлопчатобумажными лигатурами и промывали сердце раствором KHB 17 мин со ско-
ростью 6 мл/мин. Затем начинали ферментативную обработку сердца: промывали со-
суды 40 мл раствора А в течение 40 мин, зациклив установку. По окончании перфузии 
сердце помещали в чашку Петри с 5 мл KHB и переносили в ламинарный бокс для 
дальнейшей работы в стерильных условиях.

Выделение первичной культуры взрослых желудочковых кардиомиоцитов крыс. 
Сердце перекладывали в чашку Петри с 5 мл раствора Б (5 мл KHB; 5 мг BDM (2,3-бу-
тандион 2-моноксим)), удаляли предсердия и фрагменты соединительных тканей. Же-
лудочки измельчали с помощью ножниц и ресуспендировали полученные фрагменты 
пластиковым носиком для пипетки на 1000 мкл с отрезанным кончиком. Затем добав-
ляли 5 мл раствора В (5 мл раствора A, 50 мг БСА, 25 мкл 20 мМ CaCl2) и фильтровали 
суспензию через сетчатый фильтр с размером ячеек 100 мкм. Затем промывали сеточку 
и чашку Петри 5 мл раствора В.
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Для отделения кардиомиоцитов от кардиофибробластов центрифугировали суспен-
зию клеток в течение 3 мин при 100 °C. Удаляли супернатант с помощью серологи-
ческой пипетки и ресуспендировали клетки в 25 мл раствора В, после чего аккуратно 
перемешивали переворачиванием пробирки и давали клеткам осесть под силой грави-
тации в течение 7 мин. 

Жидкость над осевшими кардиомиоцитами удаляли, а  клетки снова ресуспенди-
ровали в 25 мл раствора В. Затем раствор титровали последовательными добавками 
20 мМ CaCl2 (250 мкл, 375 мкл, 500 мкл) через каждые 3 мин, после чего центрифу-
гировали полученную суспензию в течение 3 мин при 100 g. Супернатант аккуратно 
отбирали серологической пипеткой, осевшие клетки ресуспендировали в 6 мл пита-
тельной среды ДМЕМ (среда Игла, модифицированная Дульбекко), содержащей 10% 
эмбриональной телячей сыворотки (ЭТС).

Перед сорбцией кардиомиоцитов из лунок культурального планшета и конфокаль-
ных чашек отбирали раствор с фибронектином. Плотность посадки культуры опреде-
ляли визуально при осмотре лунок планшета в световой микроскоп; при необходимо-
сти добавляли еще культуральной среды или суспензии клеток. Затем давали клеткам 
прикрепиться 2 ч в инкубаторе при 37 °С и 5% СO2. Мертвые и неприкрепившиеся 
клетки удаляли промыванием лунок и чашек 1 мл ДМЕМ с добавлением 10% ЭТС, 
после чего добавляли 400 мкл среды, выдерживали 2 ч в СO2-инкубаторе и отбирали 
кондиционированную среду из лунок планшета для дальнейшего определения в ней 
концентрации натрийуретического пептида В  типа (BNP); образцы замораживали 
и хранили при –20 °С

Жизнеспоспособность изолированных кардиомиоцитов определяли при помощи 
AlamarBlue. Флуоресценцию кондиционированной среды с реагентом при 590 нм из-
меряли на мультимодальном ридере CLARIOstar® (BMG LABTECH), после чего усред-
няли данные и нормировали сигнал, полученный из лунок планшета с клетками, вы-
деленными из крыс группы 1П1К, на сигнал от лунок с клетками, выделенными из 
сердец контрольной группы крыс  – ЛО. Затем полученное отношение нормировали 
на концентрацию тотального белка в лунке, измеренного методом Бредфорд [29].

Иммунохимические методы
Флуороиммунный анализ “сэндвич-типа” (ФИА). Для специфической детекции 

натрийуретического пептида B-типа в сыворотке крови крыс и кондиционированной 
среде взрослых желудочковых кардиомиоцитов использовали трехстадийную иммуно-
химическую систему “сэндвич”-типа. В качестве нижних (первичных) антител были 
использованы моноклональные антитела 24с5 или 50Е1сс, а в качестве детекторных 
(вторичных) антител – моноклональные антитела Ab-2 Eu* или 130ссEu*, конъюги-
рованные со стабильным хелатом европия. Все измерения проводили в двух повтор-
ностях. В лунки 96-луночного планшета вносили по 100 мкл раствора антител в ФСБ 
с концентрацией 10 мкг/мл. Планшет инкубировали в течение 45 мин при комнатной 
температуре на орбитальном шейкере, после чего отмывали промывочным буфером 
(мМ: 10 Трис-HCl, 150 NaCl, 0.05% NaN3, 0.05% БСА, 0.025% Tween 20, рН 7.8). На 
второй стадии в  лунки вносили по 150  мкл сыворотки крови, разведенной в  10 раз 
в Assay buffer (мМ: 50 Трис-HCl, 150 NaCl, 0.5% BSA, 0.05% NaN3, 0.01% Tween-40, 
pH 7.5) или 150  мкл неразведенной кондиционированной среды первичной культу-
ры кардиомиоцитов. Затем планшет инкубировали в  течение 45 мин в  аналогичных 
условиях, отмывали промывочным буфером и вносили 50 мкл раствора детекторных 
антител в Assay buffer с концентрацией 4 мкг/мл. Планшет инкубировали в  течение 
1 ч при комнатной температуре на орбитальном шейкере, после этого вновь промы-
вали промывочным буфером. В лунки вносили по 200 мкл детектирующего раствора 
LANFIA (1.75 М NaSCN, 1 M NaCl, 50 мМ глицин-NaOH, 5 мМ NaHCO3, 5% глицерин, 
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20% пропанол-1, рН 10), инкубировали в течение 3 мин при комнатной температуре 
при перемешивании и измеряли интенсивность флуоресценции на приборе Victor 1420 
Multilabel counter (США) с использованием протокола Europium.

Иммуноцитохимическое окрашивание первичной культуры взрослых кардиомиоци-
тов крыс. Характеристику полученных культур проводили методом иммуноцитохими-
ческого окрашивания с использованием антител, специфичных к маркеру кардиоми-
оцитов – сердечной изоформе тропонина I. Клетки также окрашивали фаллоидином, 
связывающим фибриллярный актин, и ядерным интеркалирующим красителем DAPI. 
Для “негативного” контроля культуры окрашивали вторичными поликлональными ан-
тителами без использования первичных антител, специфичных к человеческому cTnI.; 
для “изотип” контроля использовали первичные антитела того же изотипа (IgG1), но 
специфичные к нейрональному маркеру – глиальному фибриллярному кислому белку 
(GFAP). Из конфокальных чашек отбирали культуральную среду и три раза промыва-
ли ФСБ (в мМ 137 NaCl, 2.7 KCl, 10 Na2HPO4, 1.76 KH2PO4, pH 7.4). Затем к клеткам 
добавляли ФСБ, содержащий параформальдегид и Triton X-100 в  концентрации 4% 
и 0.1% соответственно, инкубировали 15 мин при комнатной температуре для фикса-
ции клеток на стекле чашки и образования пор в мембранах кардиомиоцитов. После 
инкубации промывали чашки ФСБ 3 раза, после чего вносили 1% ЭТС в ФСБT (ФСБ, 
0.5% Tween-20, pH 7.4) и инкубировали 30 мин при комнатной температуре для бло-
кировки неспецифической сорбции антител. Затем в чашки добавляли раствор специ-
фичных к cTnI первичных антител MF4cc (Hytest, Финляндия) на ФСБТ, содержащем 
1% ЭТС, и инкубировали в течение ночи при 4 °C. На следующий день чашки 5 раз 
промывали ФСБT и вносили раствор (1 : 10000) вторичных поликлональных антител, 
специфичных к Fc-фрагментам первичных антител мыши, конъюгированных с флуо-
ресцентной меткой Alexa-555 в буфере идентичного состава. Одновременно добавляли 
раствор фаллоидина, конъюгированного с  флуоресцентной меткой Alexa-488, после 
чего инкубировали чашки в течение 2 ч при комнатной температуре. После инкуба-
ции чашки 5 раз промывали ФСБT, затем добавляли специфический краситель хро-
матина DAPI, приготовленный на ФСБ в разведении 1 : 1000, и инкубировали 5 мин 
при комнатной температуре. По окончании инкубации трижды промывали лунки ФСБ. 
Полученные препараты визуализировали с использованием флуоресцентного инверти-
рованного микроскопа Olympus Fv-300 (Япония).

Статистический анализ. Для статистической оценки полученных данных исполь-
зовали программное обеспечение GraphPad Prism 8.0. Оценка нормальности распре-
деления выборки была выполнена при помощи теста Шапиро–Уилка. Для данных 
с нормальным распределением использовали t-критерий Стьюдента, однофакторный 
дисперсионный анализ (ANOVA) с апостериорным тестом Тьюки, либо двухфактор-
ный дисперсионный анализ (ANOVA) с апостериорным тестом Тьюки для множест-
венных сравнений. Данные представлены в  виде среднего значения  ±  стандартное 
отклонение или среднего значения  ±  стандартная ошибка среднего. Количество от-
дельных измерений и уровни значимости указаны в подписях к рисункам. Различия 
считались значимыми при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика физиологического состояния животных после моделирования 
реноваскулярной гипертензии

На первом этапе работы были проведены хирургические операции для моделиро-
вания РВГ и сравнение физиологических параметров (давление, масса тела), а также 
массы различных отделов сердца у  трех исследуемых групп крыс  – двух контроль-
ных (ЛО, n = 20) и крыс с одной работающей почкой (1П, n = 16), а также опытной 
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группы с одной почкой и одной клипсой (1П1К, n = 32). Смертность животных в груп-
пе 1П1К составила 34.4% и 5% и 17.6% в группе ЛО и 1П соответственно. Двухфак-
торный дисперсионный анализ показал, что к  6-й неделе после операции для крыс 
группы 1П1К (рис.  2a) наблюдали стойкое повышение артериального давления  – 
в  1.5 раза относительно контрольных групп (1П1К: 194.9  ±  21.3  мм  рт.  ст., n  =  19; 
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Рис. 2. (a) – Динамика изменения систолического артериального давления у крыс с реноваскулярной гипер-
тензией 1K1C (1П1К; n = 19) по сравнению с контрольными группами 1K (1П; n = 16) и FО (ЛО; n = 19). 
Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение. Данные проанализированы при помощи двух-
факторного ANOVA. (b)  – Динамика изменения массы тела крыс с  реноваскулярной гипертензией 1K1C 
(1П1К; n = 19) по сравнению с контрольными группами 1K (1П; n = 16) и FО (ЛО; n = 19). Данные пред-
ставлены как среднее ± стандартное отклонение. Данные проанализированы при помощи двухфакторного 
ANOVA. (c) – Масса отделов сердца крыс с реноваскулярной гипертензией 1К1С (1П1К; n = 4) по сравнению 
с контрольными группами 1К (1П; n = 3) и FO (ЛО; n = 5). Данные представлены как среднее ± стандартная 
ошибка среднего. Данные проанализированы при помощи однофакторного ANOVA. (d) – Коэффициенты 
выраженности гипертрофии левого желудочка крыс с реноваскулярной гипертензией 1K1C (1П1К; n = 5) 
по сравнению с контрольными группами 1K (1П; n = 3) и FО (ЛО; n = 4). Данные представлены как сред-
нее ± стандартное отклонение. Данные проанализированы при помощи однофакторной ANOVA с апосто-
риорной поправкой Шидака. М heart – масса сердца, г; LV – левый желудочек. (e) – Масса легких и левой 
почки крыс с реноваскулярной гипертензией 1K1C (1П1К; n = 4) по сравнению с контрольными группами 1K 
(1П; n = 3) и FО (ЛО; n = 5). Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего. Данные про-
анализированы при помощи однофакторного ANOVA. # – Статистически значимые отличия в группе 1K1C 
относительно исходного значения артериального давления в этой группе, р < 0.0001. @ – Статистически 
значимые отличия от нулевой точки во всех экспериментальных группах p < 0.0001; **** – статистически 
значимые отличия группы 1K1C от групп 1K и FО; p < 0.0001. ** – статистически значимые отличия груп-
пы 1K1C от групп 1K и FО; p < 0.01. * – статистически значимые отличия группы 1K1C от групп 1K и FO, 
р < 0.05; ns – различия данных незначимы.
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1П: 132.2 ± 9.2 мм рт. ст., n = 16, ЛО: 132.5 ± 13.8 мм рт. ст., n = 19; p < 0.0001). Для 
крыс групп 1П и ЛО повышение артериального давления в течение 6 недель после опе-
рации не наблюдали (САД животных в нулевой точке 1П: 129.1 ± 7.4 мм рт. ст., n = 16, 
ЛО: 130.8 ± 13.5 мм рт. ст., n = 19; p < 0.0001). 

Значимых отличий по массе между разными группами выявлено не было (рис. 2b); 
все крысы набирали массу тела в  течение 6 недель после проведения операции 
(масса тела животных в нулевой точке 1П1К: 289.8 ± 15.5 г, n = 19; 1П: 287.3 ± 15 г, 
n  =  16, ЛО:  293  ±  14.1  г, n  =  19; масса тела животных к  6-й неделе после операции 
1П1К: 369.2 ± 41 г, n = 19; 1П: 360 ± 31.4 г, n = 16, ЛО: 374.8 ± 25 г, n = 19; p < 0.0001). 

Однофакторный дисперсионный анализ выявил значимое увеличение массы левого 
желудочка на 20% (1П1К: 0.65 ± 0.05 г, n = 5; 1П: 0.47 ± 0.04 г, n = 3, ЛО: 0.52 ± 0.01 г, 
n  =  4; p  <  0.05) и  увеличение массы межжелудочковой перегородки на  20% 
(1П1К: 0.23 ± 0.02 г, n = 5; 1П: 0.17 ± 0.01 г, n = 3, ЛО: 0.19 ± 0.01 г, n = 4; p < 0.05) 
у экспериментальной группы крыс относительно двух контрольных групп при морфо-
метрии отделов сердца (рис. 2c). Значимых отличий в массе правого желудочка между 
всеми группами крыс не выявлено (1П1К: 0.17 ± 0.01 г, n = 5; 1П: 0.18 ± 0.01 г, n = 3, 
ЛО: 0.17 ± 0.01 г, n = 4; p = 0.66). 

Однофакторный дисперсионный анализ с  апостериорной поправкой Шидака по-
казал значимые отличия в коэффициентах гипертрофии левого желудочка (М ЛЖ/М 
сердца 1П1К: 55.5 ± 0.4%, n = 5; 1П: 50.6 ± 1.3%, n = 3, ЛО: 51.7 ± 0.6%, n = 4; p < 0.01) 
у экспериментальной группы крыс относительно двух контрольных групп (рис. 2d).

Однофакторный дисперсионный анализ не выявил значимых отличий (рис.  2e) 
между массой легких всех групп модельных животных (1П1К: 1.62  ±  0.11  г, n  =  5; 
1П: 1.51 ± 0.04 г, n = 3, ЛО: 1.61 ± 0.1 г, n = 4; p = 0.29), однако масса левой почки у крыс 
типа 1П1К и 1П достоверно увеличена относительно ЛО крыс (1П1К: 1.49 ± 0.2 г, n = 5; 
1П: 1.44 ± 0.05 г, n = 3, ЛО: 1.14 ± 0.08 г, n = 4; p < 0.01). 

Таким образом, оценка физиологических и морфологических параметров у крыс 
контрольных и опытной групп показала, что у групп 1П1К происходит развитие лево-
желудочковой гипертрофии.

Оценка функций почек после моделирования реноваскулярной гипертензии 
у взрослых крыс

Далее нами была оценена почечная функция у  всех исследуемых групп крыс. 
Двухфакторный дисперсионный анализ с  апостериорной поправкой Тьюки выявил 
повышение клиренса креатинина в  группе 1П1К (рис.  3a), достигающее разницы 
в 1.5 раза по сравнению с группами 1П и ЛО к 6-й неделе после проведения операции 
(1П1К: 59.6 ± 2.9 мл/сутки, n = 16; 1П: 40.4 ± 2.3 мл/сутки, n = 14, ЛО: 40.4 ± 1.8 мл/сутки, 
n = 15; p < 0.0001). Значимых различий в объеме суточной экскреции между крысами 
с одной почкой и ЛО крысами выявлено не было. Также нам не удалось выявить значи-
мых отличий в концентрации креатина в плазме крови между контрольными группой 
и группой 1П1К.

Двухфакторный дисперсионный анализ с  апостериорной поправкой Тьюки по-
казал значимое повышение концентрации мочевины в  сыворотке крови (рис.  3b) 
у  крыс группы 1П1К в  среднем в  1.4 раза относительно контрольных групп 
(1П1К: 4.7 ± 0.2 ммоль/л, n = 18; 1П: 3.6 ± 0.2 ммоль/л, n = 15, ЛО: 3.1 ± 0.2 ммоль/л, 
n = 17; p ≤ 0.0001). 

Также было показано повышение концентрации мочевины в  моче (рис.  3c) 
у  крыс группы 1П1К в  среднем в  1.3 раза относительно групп 1П и  ЛО 
(1П1К:  13  ±  0.7  ммоль/сутки·кг, n  =  16; 1П: 10.8  ±  0.4  ммоль/сутки  ∙  кг, n  =  11, 
ЛО: 9.9 ± 0.8 ммоль/сутки·кг, n = 14; p < 0.002).
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Двухфакторный дисперсионный анализ с  апостериорной поправкой Тьюки 
не выявил значимых отличий в  концентрации натрия (рис.  4a) в  сыворотке крови 
(1П1К: 126.9 ± 7.4 ммоль/л, n = 16; 1П: 174.3 ± 15.3 ммоль/л, n = 16, ЛО: 159.6 ± 8.1 ммоль/л, 
n = 16; p = 0.58), концентрации натрия (рис. 4b) в моче (1П1К: 6.2 ± 0.4 ммоль/сутки·кг, 
n = 17; 1П: 4.9 ± 0.4 ммоль/сутки·кг, n = 17, ЛО: 5.1 ± 0.5 ммоль/сутки·кг, n = 18; p = 0.23), 
концентрации калия (рис.  4c) в  сыворотке крови (1П1К: 5.6  ±  0.2  ммоль/л, n  =  18; 
1П: 5.1 ± 0.2 ммоль/л, n = 15, ЛО: 5.3 ± 0.2 ммоль/л, n = 18; p = 0.53) и концентрации ка-
лия (рис. 4d) в моче (1П1К: 2.4 ± 0.2 ммоль/сутки·кг, n = 18; 1П: 2.6 ± 0.2 ммоль/сутки·кг, 
n = 16, ЛО: 2.5 ± 0.2 ммоль/сутки·кг, n = 18; p = 0.91) между всеми группами животных. 

Таким образом, нам удалось продемонстрировать, что у крыс из группы 1П1К уве-
личена почечная экскреция и возрастает концентрация мочевины в крови и в моче, что 
свидетельствует об усилении почечной функции, которое могло возникнуть в результа-
те повышенной нагрузки на единственную почку вследствие возникшей артериальной 
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Рис. 3. (a) – Динамика изменения клиренса креатинина у крыс с реноваскулярной гипертензией 1K1C (1П1К; 
n = 16) по сравнению с контрольными группами 1K (1П; n = 14) и FO (ЛО; n = 15). Данные представлены 
как среднее ± стандартная ошибка среднего. Данные проанализированы с помощью двухфакторного ANOVA 
с апостериорной поправкой Тьюки. (b) – Динамика изменения концентрации мочевины в сыворотке крови 
у крыс с реноваскулярной гипертензией 1K1C (1П1К; n = 18) по сравнению с контрольными группами 1K 
(1П; n = 15) и FO (ЛО; n = 17). (c) – Динамика изменения концентрации мочевины в моче у крыс с ренова-
скулярной гипертензией 1K1C (1П1К; n = 16) по сравнению с контрольными группами 1K (1П; n = 11) и FO 
(ЛО; n = 14). Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего. Данные проанализирова-
ны с помощью двухфакторного ANOVA с апостериорной поправкой Тьюки. **** – p < 0.0001 – статисти-
чески значимые различия между экспериментальной группой 1K1C и контрольными группами 1K и FО;  
*** – p < 0.001 – статистически значимые различия между экспериментальной группой 1П1К и контрольной 
группой ЛО; ** – p < 0.01 – статистически значимые различия между экспериментальной группой 1K1C 
и  контрольной группой FO; *  – p  <  0.05  – статистически значимые различия между экспериментальной 
группой 1П1К и контрольными группами 1K и FО; ns – различия данных незначимы.
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гипертензии. Для дальнейшей характеристики развития РВГ мы определили концент-
рацию BNP – маркера гипертрофии и сердечной недостаточности в крови у всех трех 
групп исследуемых животных.

Определение концентрации натрийуретического пептида В-типа у крыс 
в образцах сыворотки крови

Двухфакторный дисперсионный анализ с апостериорной поправкой Тьюки выявил 
значимые отличия в концентрации BNP в образцах сыворотки крови крыс (рис. 5). По-
лученные данные показали, что концентрация пептида для группы 1П1К к 6-й неделе 
после операции увеличивалась в среднем в 2.6 раза относительно исходного уровня 
(нулевая точка: 2.5 ± 0.3 нг/мл, n = 12, шестая неделя 6.4 ± 0.2 нг/мл, n = 12, p < 0.0001). 
Кроме того, концентрация BNP у крыс 1П1К к 6-й неделе эксперимента в среднем была 
в 3 раза выше, чем у ЛО крыс (2.1 ± 0.3 нг/мл, n = 13, p < 0.0001), и в 2.1 раза выше, чем 
у крыс группы 1П (3 ± 0.3 нг/мл, n = 14, p < 0.0001). Значимых отличий между контр-
ольными группами не выявлено (p = 0.09).

Таким образом, нам удалось охарактеризовать развитие РВГ и последующей левоже-
лудочковой гипертрофии у крыс с использованием физиологических и биохимических 
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Рис. 4. (a) – Динамика изменения концентрации натрия в сыворотке крови крыс с реноваскулярной гипер-
тензией 1K1C (1П1К; n = 16) по сравнению с контрольными группами 1К (1П; n = 16) и FО (ЛО; n = 16). 
(b) – Динамика изменения концентрации натрия в моче крыс с реноваскулярной гипертензией 1K1C (1П1К; 
n = 17) по сравнению с контрольными группами 1K (1П; n = 17) и FO (ЛО; n = 18). (c) – Динамика изменения 
концентрации калия в сыворотке крови крыс с реноваскулярной гипертензией 1K1C (1П1К; n = 18) по срав-
нению с контрольными группами 1K (1П; n = 15) и FO (ЛО; n = 18). (d) – Динамика изменения концентрации 
калия в моче крыс с реноваскулярной гипертензией 1K1C (1П1К; n = 18) по сравнению с контрольными 
группами 1K (1П; n = 16) и FO (ЛО; n = 18). Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка сред-
него. Данные проанализированы с помощью двухфакторный ANOVA с апостериорной поправкой Тьюки; 
ns – различия между экспериментальной группой 1K1C и контрольными группами 1K и FО незначимы.
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методов. На данном этапе созданная модель подходит для оценки изменений физи-
ологических параметров, но исследовать молекулярные механизмы на такой модели 
не представляется возможным. Чтобы установить взаимосвязь между исследованиями 
с использованием данной модели in vivo и  in vitro, мы предложили следующий под-
ход – получить из гипертрофированных сердец опытных крыс кардиомиоциты и проа-
нализировать их способность сохранять гипертрофированный фенотип после выделе-
ния, оценивая секрецию ими BNP. В связи с этим далее мы выделяли кардиомиоциты 
из контрольных крыс и животных с РВГ, определяли чистоту культуры методом имму-
ноцитохимического окрашивания и концентрацию BNP в культуральной среде.

Характеристика первичной культуры взрослых желудочковых кардиомиоцитов крыс 
методом иммуноцитохимического окрашивания

Иммунохимическое окрашивание клеточных культур антителами, специфичными 
к  сердечной изоформе тропонина I, ядерным интеркалирующим красителем DAPI 
и фаллоидином показало, что полученные культуры полностью представлены кардио-
миоцитами (рис. 6).

Отсутствие сигнала при типе окрашивания культур “негативный” контроль с ис-
пользованием вторичных поликлональных антител, без использования первичных 
антител, специфичных к человеческому cTnI, исключает неспецифичное связывание 
используемых поликлональных антител с чем-либо в клетках.

Отсутствие сигнала при типе окрашивания культур “изотип”-контроль, где вместо 
первичных антител, специфичных к сердечной изоформе тропонина I, использовали 
антитела того же изотипа (IgG1), но специфичные к нейрональному маркеру – глиаль-
ному фибриллярному кислому белку (GFAP), подтверждает специфичность связыва-
ния используемых вторичных антител с первичными антителами.

Определение концентрации натрийуретического пептида В-типа 
в кондиционированной среде взрослых желудочковых кардиомиоцитов крыс

Анализ жизнеспособности кардиомиоцитов, оцененной по методу Alamar blue, 
(рис. 7) при помощи непарного t-теста показал, что различия между клетками, выде-
ленными из крыс группы 1П1К (0.89 ± 0.11CPSn/CP0/мг белка) и ЛО (1 CPSn/CP0/мг 
белка), незначимы.
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Рис. 5. Динамика концентрации BNP в сыворотке крови крыс c реноваскулярной гипертензией 1K1C (1П1К; 
n = 12) по сравнению с группой 1К (1П; n = 14) и контрольной группой FО (ЛО; n = 13). Данные представ-
лены как среднее ± стандартная ошибка среднего. Данные проанализированы с помощью двухфакторного 
ANOVA с апостериорной поправкой Тьюки. **** – p < 0.0001 – статистически значимые различия между 
экспериментальной группой 1K1C и контрольными группами 1K и FО к 6-й неделе после индукции гипер-
трофии; ns – различия данных незначимы.
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Из дисперсионного однофакторного анализа результатов флуороиммунного анали-
за “сэндвич”-типа следует, что концентрация пептида в культуре клеток (рис. 8), выде-
ленных из крыс группы 1П1К, в среднем в 4.7 раза выше, чем в двух других группах 
(0.87 ± 0.15 нг/мл, n = 9, p < 0.001). В то же время концентрация BNP между группами 
1П (0.18 ± 0.03 нг/мл, n = 6) и ЛО (0.19 ± 0.02 нг/мл, n = 9, p = 0.99) практически не 
различалась.

Таким образом, проведенные исследования позволяют сделать вывод о  том, 
что кардиомиоциты, полученные из сердец животных с  проведенной операцией по 
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Рис. 6. Результаты иммунохимического окрашивания культур, полученных из сердец всех анализируемых 
групп: 1К1С – группа крыс с удаленной правой почкой и клипсой, ограничивающей артериальный кровоток 
левой почки; 1К – группа крыс с удаленной правой почкой и интактной левой почкой; FО – культуры, вы-
деленные из ложнооперированных крыс с двумя интактными почками. Chromatin – окрашивание ядерным 
интеркалирующим красителем DAPI; Actin – окрашивание фаллоидином, конъюгированным с флуоресцент-
ной меткой Alexa-488; cTnI – окрашивание антителами, специфичными к сердечной изоформе тропонина I; 
“–” – окрашивание вторичными поликлональными антителами в отсутствие первичных антител, специфич-
ных к cTnI; GFAP – окрашивание антителами, специфичными к глиальному фибриллярному кислому белку; 
Merge – наложение фотографий, сделанных в трех флуоресцентных каналах при одинаковом увеличении. 
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моделированию РВГ, сохраняют гипертрофический фенотип. Можно заключить, что 
данная модель может быть использована для разностороннего исследования патологи-
ческой левожелудочковой гипертрофии как на физиологическом, так и на молекуляр-
ном уровнях.
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Рис. 7. Оценка жизнеспособности первичных культур желудочковых кардиомиоцитов крыс с реноваскуляр-
ной гипертензией 1K1C (1П1К; n = 2) по сравнению с контрольной группой крыс FO (ЛО; n = 2). Данные 
представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего в относительных единицах CPSn/CPS0/мг белка, 
где CPSn – значение флуоресценции в культуре желудочковых кардиомиоцитов 1K1C крыс, CPS0 – значение 
флуоресценции в  культуре желудочковых кардиомиоцитов FO крыс, mg of protein  – мг тотального белка 
в лунке. Данные проанализированы с помощью t-теста; ns – различия данных незначимы.
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Рис. 8. Концентрация BNP в кондиционированной среде первичных культур желудочковых кардиомиоцитов 
крыс с  реноваскулярной гипертензией 1K1C (1П1К; n  =  9) по сравнению с  контрольными группами 1K 
(1П; n = 6) и FО (ЛО; n = 9). Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего. Данные 
проанализированы с помощью однофакторного ANOVA с апостериорной поправкой Тьюки. *** – p < 0.001 – 
статистически значимые различия между экспериментальной группой 1K1C и контрольными группами 1K 
и FО; ns – различия данных незначимы.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Как уже упоминалось ранее, все существующие на сегодняшний день подходы, ис-
пользуемые для исследования гипертрофических изменений в  миокарде, можно по-
дразделить на in vitro и in vivo [26, 30]. Большинство данных о механизмах, лежащих 
в основе развития гипертрофии в рамках одного исследования, получены, как правило, 
с использованием одного из вышеупомянутых подходов. Существует ряд работ, в кото-
рых авторы для изучения гипертрофии использовали комбинацию технологий in vitro 
и in vivo, однако в данном случае эксперименты проводились независимо, например, 
моделирование гипертрофии in vivo и физиологические параметры изучались на одной 
группе животных, а молекулярные механизмы – на независимой клеточной линии кар-
диомиоцитов [31, 32]. Однако при анализе литературных источников нам не удалось 
найти исследований, где технологии in vitro и in vivo были бы интегрированы для ис-
следования гипертрофии, индуцированной в единственной группе экспериментальных 
животных. В этой связи разработка подобных моделей может быть актуальным науч-
ным направлением, так как позволит разносторонне охарактеризовать не только гипер-
трофические изменения, но и другие патологические состояния, такие как фиброз или 
хроническое воспаление.

В качестве in vivo технологии развития гипертрофии в нашей работе была исполь-
зована реноваскулярная модель левожелудочковой гипертрофии. На сегодняшний день 
разработано несколько in vivo технологий моделирования левожелудочковой гипертро-
фии, каждая из которых направлена на создание условий повышенной нагрузки на же-
лудочки. Левожелудочковая гипертрофия может быть вызвана перегрузкой давлением 
или объемом. Распространенные модели перегрузки давлением включают пережатие 
аорты или легочной артерии, или создание аортального клапана, или стеноза клапана 
легочной артерии  [33–36]. Перегрузка по объему может быть достигнута при любом 
артериовенозном шунтировании бедренных, яремных и/или брюшных сосудов или при 
возникновении клапанной недостаточности. В данной работе нами была выбрана модель 
левожелудочковой гипертрофии, возникающей вследствие развития РВГ, поскольку по 
сравнению с остальными моделями для нее характерна высокая эффективность развития 
гипертрофии и относительно низкая смертность оперируемых животных [37]. В иссле-
дование нами было взято 68 крыс, которые были разделены на три группы – две контр-
ольные (ЛО и 1П) и одну опытную (1П1К). Как и ожидалось, смертность исследуемых 
животных в результате проведения хирургических операций оказалась выше заявленной 
в литературе и составила 37% для группы 1П1К и 17.6% и 5% для групп 1П и ЛО соот-
ветственно [38]. Стойкое повышение артериального давления при практически не ме-
няющейся массе тела крыс из экспериментальной группы по сравнению с двумя контр-
ольными группами, а также значительное (на 20%) увеличение массы левого желудочка 
относительно массы других отделов сердца и индекса гипертрофии левого желудочка 
(в 1.5 раза) свидетельствует об успешном моделировании гипертрофии при использо-
вании данного подхода. Стоит отметить, что крысы с такой формой гипертрофии были 
активны, подвижны и хорошо себя чувствовали. Это позволяет сделать предположение 
о том, что нам удалось смоделировать начальные этапы ее развития. 

Известно, что при РВГ почечная функция может быть нарушена в разной степени 
в  зависимости от тяжести стеноза почечных артерий и  продолжительности заболева-
ния [39]. В некоторых случаях почечная функция может быть нарушена лишь незначи-
тельно, тогда как в тяжелых случаях может развиться почечная недостаточность  [40]. 
Таким образом, мы могли ожидать ухудшение функционирования почек у проопериро-
ванных крыс в  опытной группе по сравнению с  контрольными группами. Измерение 
различных метаболитов в крови контрольных и экспериментальных крыс показало, что 
в моче и в крови опытной группы наблюдалось значительное (в 1.4–1.5 раза) повышение 
концентрации мочевины. Кроме этого, мы оценили почечную экскрецию по клиренсу 
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креатинина и выявили, что у гипертрофированных крыс она усилена. Полученные нами 
данные свидетельствуют о  нарушении функционирования почечной системы у  крыс 
с  РВГ. Также известно, что ухудшения функции почек сопровождаются нарушением 
электролитного состава в крови и моче, в частности, манифестацией как гиперкалиемии, 
так и гипокалиемии [41], а также понижением концентрацией натрия в крови [42]. Тем 
не менее в нашем случае не удалось выявить значимых отличий в концентрациях натрия 
и калия в крови и моче у опытной группы крыс по сравнению с контрольными, что не со-
гласуется с данными литературы. Отсутствие электролитных нарушений у РВГ крыс при 
возрастании концентрации мочевины в крови также свидетельствует о том, что у крыс 
из опытной группы развившаяся левожелудочковая гипертрофия носит умеренный ха-
рактер. Для дополнительного анализа левожелудочковой гипертрофии у РВГ-крыс нами 
была определена концентрация BNP – маркера гипертрофии и сердечной недостаточно-
сти – в крови опытных крыс, которая в 3.4 раза превышала таковую у контрольных жи-
вотных. Для детекции BNP в крови была использована пара антител, специфичная к BNP 
человека [43–45], чья способность распознавать BNP крысы была протестирована нами 
в отдельных экспериментах (данные не представлены). Таким образом, с использовани-
ем различных подходов нами был проведен разносторонний анализ физиологического 
и биохимического профиля левожелудочковой гипертрофии у РВГ-крыс и было подтвер-
ждено развитие умеренной левожелудочковой гипертрофии у этих животных. 

Дальнейшая логика нашего исследования состояла в получении культуры карди-
омиоцитов из сердец контрольных и крыс с РВГ и исследовании ее потенциального 
гипертрофического фенотипа. Иммунохимическое окрашивание антителами, специ-
фичными к белковому маркеру кардиомиоцитов тропонину Т, выявило, что получен-
ные культуры имели морфологию клеток, полученных с использованием технологии 
по Лангендорфу [23], и на 100% были представлены кардиомиоцитами. Существенной 
проблемой в работе с данными культурами является их низкая жизнеспособность, по-
этому работу с культурами инициировали сразу же, как только клетки прикреплялись 
к субстрату и приобретали соответствующую морфологию. Жизнеспособность куль-
тур, полученных из животных с РВГ, на момент определения концентрации BNP в их 
кондиционированной среде, также была оценена с использованием резазуринового си-
него (Alamar blue) и не отличалась от таковой у контрольных клеток. Концентрация 
BNP в кондиционированной среде культур, полученных из гипертрофированных сер-
дец, в 3 раза превышала таковую в случае контрольных животных, это говорит о том, 
что кардиомиоциты полученных из сердец животных с индуцированной РВГ in vivo 
сохраняют гипертрофический фенотип и могут быть использованы для дальнейших 
исследования процессов, протекающих на молекулярном уровне.

Таким образом, предложенная в настоящем исследовании комбинированная мето-
дика in vivo и in vitro технологий позволяет одновременно исследовать как модуляцию 
физиологических параметров при левожелудочковой гипертрофии на  целом живот-
ном, так и различные вне- и внутриклеточные процессы, протекающие в гипертрофи-
рованных кардиомиоцитах, выделенных из сердца данного животного. Это существен-
но расширяет спектр исследований в области гипертрофических изменений, с одной 
стороны, и сокращает их время – с другой, что, несомненно, будет полезно коллегам, 
занимающимся исследованиями ССЗ. Например, данный подход можно использо-
вать для тестирования различных антигипертрофических и  противогипертензивных 
препаратов и исследования механизмов терапевтического действия лекарств или для 
изучения молекулярных механизмов, опосредующих различные ССЗ, которые сопро-
вождает гипертрофия (постинфарктное состояние, тахиаритмии, сердечная недоста-
точность). Идея и результаты данной работы также могут быть транслированы для раз-
работки и  усовершенствования моделей альтернативных патологических состояний, 
сопровождающих различные ССЗ, таких как хроническое воспаление, фибротические 
изменения в миокарде и др.
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A Combination of in vitro and in vivo Approaches to Studying the Mechanisms 
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Hypertrophic changes in the ventricular myocardium accompany most cardiovascular 
diseases and represent a serious risk factor for sudden cardiac death. To date, a wide range 
of in vitro and in vivo models of hypertrophy have been developed; however, none of them 
allow for the simultaneous investigation of both biochemical and physiological aspects of 
its pathogenesis. This study proposes a method based on the induction of left ventricular 
hypertrophy (LVH) resulting from renovascular hypertension in rats, followed by the 
isolation of cardiomyocytes from their hearts. The study included 68 animals (32 1K1C 
type rats, 16 1K type rats, and 20 sham-operated (SO) rats). To induce LVH in the “one 
kidney one clip” (1K1C) rats, a clip was placed on the renal artery of the left kidney to 
restrict blood flow, after which the right kidney was removed. In the “one kidney” (1K) 
group, the right kidney was removed while the left kidney was remained intact, whereas in 
SO rats, the abdominal cavity was opened and then sutured without any manipulation of the 
kidneys. The latter two groups served as controls. After 1.5 months, the left ventricular mass 
in 1K1C rats exceeded that in both control groups by 1.2 times, while the arterial pressure 
in the 1K1C group increased by 1.4 times compared to both controls. Additionally, 1K1C 
rats exhibited a 1.4-fold increase in serum and urinary urea concentrations and a 1.5-fold 
enhancement in renal excretion, as assessed by creatinine clearance, compared to the 
control groups. The serum concentration of B-type natriuretic peptide (BNP) in 1K1C rats 
was twice as high as in the control groups. After LVH induction, primary cardiomyocyte 
cultures were derived from the hearts of control and hypertrophic rats. In the conditioned 
medium of the primary culture of ventricular cardiomyocytes from 1K1C rats, the BNP 
concentration was 3.4 times higher than in the control groups. Thus, it was demonstrated 
that cardiomyocytes isolated from 1K1C rats retain a hypertrophic phenotype, and this 
combined approach can be used to study cardiac hypertrophy in vivo and in vitro.

Keywords: cardiovascular diseases, hypertrophy, myocardium, renovascular hypertension, 
renal artery, cardiomyocytes, type B natriuretic peptide


