
Во многих клинических работах показано 
влияние гипоэстрогении на развитие сердечно-
сосудистых заболеваний, в том числе хронической 
сердечной недостаточности (ХСН) [8, 11]. Однако 
фундаментальные механизмы формирования сер-
дечной патологии в условиях гипофункции яични-
ков до конца не ясны [9, 15]. В связи с этим особое 
значение приобретают исследования различных 
звеньев патогенеза ХСН при экспериментальной 
гипоэстрогении, в том числе в аспекте изучения 
морфологических закономерностей ремоделиро-
вания сердца с позиций оценки нейрогуморальной 
регуляции основных адаптивных и генетически 
детерминированных процессов. Имеются лишь 
немногочисленные данные о влиянии мелатонина 
на экспрессию генов, регулирующих клеточный 
цикл [13], а также процессы клеточной проли-
ферации, апоптоз кардиомиоцитов (КМЦ) [14]. 
Влияние мелатонина на структурный гомеостаз 
миокарда в условиях гипоэстрогении и экспери-
ментальной сердечной недостаточности практиче-
ски не изучено.

Цель настоящей работы — исследование 
влияния мелатонина на реорганизацию миокарда 
левого желудочка овариэктомированных крыс в 
условиях экспериментальной сердечной недоста-
точности (ЭСН).

Матери а л  и  ме т о ды . Исследование проведено на 25 
крысах-самках линии Вистар массой 180–230 г. Контролем 
служили 5 интактных крыс-самок. 20 животным (через 2 мес 
после билатеральной овариэктомии) моделировали сердеч-
ную недостаточность по методике В. И. Инчиной и соавт. 
[2] путем подкожного введения в течение 14 сут 0,1 мл 1% 
раствора мезатона с последующим плаванием до глубокого 
утомления [2]. На 14-е сутки ЭСН 4 крыс вывели из экспери-
мента. 16 подопытных животных с ЭСН были разделены на 2 
группы: 8 крысам 1-й группы вводили в течение 14 сут под-
кожно мелатонин (Sigma-Aldrich, США) в дозе 1 мг/кг чисто-
го вещества, разведенного в 0,2 мл 0,9% хлорида натрия, 8 
животным 2-й группы подкожно вводили 0,2 мл 0,9% хлорида 
натрия ежедневно. На 28-е сутки от начала опыта животных 
декапитировали под эфирным рауш-наркозом. Содержание 
крыс в виварии и проведение экспериментов соответствовали 
«Правилам проведения работ с использованием эксперимен-
тальных животных», утвержденным приказами МЗ СССР 
№ 1045 от 06.04.1973 г., №1179 от 10.10.1983 г. Миокард 
левого желудочка контрольных и экспериментальных крыс 
был подвергнут стандартной однотипной обработке и изу-
чен с помощью световой микроскопии — после окраски 
парафиновых срезов гематоксилином Майера — эозином, 
иммуноцитохимических реакций (оценка экспрессии белков 
Caspase-3, Bcl-2 с использованием моноклональных антител 
и набора реактивов (BIOCARE MEDICAL, США), методов 
морфометрии. После идентификации клеток с признаками 
апоптоза определяли индекс апоптоза как число окрашенных 
телец, деленное на 1000 клеток в случайно выбранных полях 
зрения. Морфометрию осуществляли в соответствии со сло-
жившимися принципами системного количественного анали-
за [1]. Цитологический анализ структурно-функциональной 
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реорганизации мышечной и стромальной частей миокарда 
осуществляли в условных полях зрения микроскопа OPTIKA 
B-350 (Италия), микрофотографии получали с использова-
нием цифровой фотокамеры ScopeTek DCM 500 (Италия) 
и программы ScopePhoto с указанной окулярной вставкой 
при исследовании 20 полей зрения гистологических сре-
зов (об. 40, ок. 20). С помощью компьютерной программы 
ImageJ 1,44h (США) определяли диаметр КМЦ, диаметр 
ядер КМЦ и ядерно-цитоплазматическое отношение (ЯЦО) 
у всех групп животных. Для определения объемной плотно-
сти (ОП) КМЦ, их ядер и стромы миокарда нами применено 
наложение квадратной сетки (Pt=225) на микрофотографии 
гистологических срезов миокарда при стандартном увели-
чении. Статистическую обработку результатов проводили с 
помощью программы «Statistica 6.0»

Ре з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я . В миокарде 
овариэктомированных крыс на 14-е сутки ЭСН 
преобладали КМЦ с существенно измененными 
морфологическими и тинкториальными свойства-

ми. Регистрировались как интенсивно восприни-
мавшие эозин КМЦ, так и слабоокрашивающиеся 
клетки, в которых наблюдались пикнотически 
измененные ядра, парануклеарный отек и локаль-
ная деструкция саркоплазмы. В таких зонах отме-
чалось значительное разрыхление и отек соеди-
нительной ткани. Наблюдался также отек стенки 
сосудов микроциркуляторного русла, увеличи-
валось число капилляров со сладжированными 
эритроцитами по сравнению с таковыми у крыс, 
находящихся 2 мес в состоянии гипоэстрогении 
(рисунок, а).

Именно в зонах поврежденных КМЦ выявля-
лись участки локальной полиморфно-клеточной 
инфильтрации миокарда. Отмечался более выра-
женный полиморфизм ядер КМЦ: варьировали 
как их размеры, так и форма. В миокарде левого 

Миокард левого желудочка овариэктомированной крысы через 14 сут моделирования сердечной недостаточности.

а — гемокапилляры со сладжированными эритроцитами; б — участки повреждения и пересокращения сердечных мышечных волокон; 
в — Caspase-3-позитивные кардиомиоциты; г — Bcl-2-позитивные кардиомиоциты. а, б — окраска гематоксилином Майера — эози-
ном; в — иммуноцитохимическая реакция на Caspase-3; г — иммуноцитохимическая реакция на Bcl-2. Об. 40, ок. 10

а

в

б

г



27

Том 144. № 5 ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

желудочка у крыс обнаружено значимое уве-
личение диаметра КМЦ (на 15,9%) и их ядер 
по сравнению с таковыми в группе контроля и 
после 2-месячной гипоэстрогении; наблюдалось 
значимое увеличение ОП стромы по сравнению 
с контролем и в 1,5 раза ОП КМЦ по сравнению 
с таковой в группе крыс после 2-месячной гипо-
эстрогении (табл. 1).

У животных с ЭСН через 14 сут после еже-
дневного введения раствора хлорида натрия (2-я 
группа) в миокарде левого желудочка усилива-
лась мозаичность окрашивания КМЦ. Возрастало 
количество как атрофически измененных так и 
гипертрофированных КМЦ. Отмечались участ-
ки с волнообразным видом мышечных волокон 
(см. рисунок, б), иногда их дезинтеграция по 
вставочным дискам. В некоторых участках мио-
кард выглядел значительно разволокненным, уси-
лились нарушения гемодинамики. Кровеносные 
сосуды находились в состоянии спазма или вто-
ричного пареза, наблюдалось венозное и капил-
лярное полнокровие, геморрагические и плазмор-
рагические очаги. В межмышечных прослойках 
соединительной ткани, особенно в участках, где 
присутствовали истонченные КМЦ, отмечались 
диффузная инфильтрация мононуклеарными 
клетками и их скопления. Данные морфометрии 
показали, что сохранялось увеличение диаметра 
КМЦ на 13,8% и их ядер, ОП КМЦ значимо сни-
жалась на 10,6% и возрастала ОП соединительной 
ткани по сравнению с контролем (см. таблицу).

В миокарде у крыс с введением мелатонина 
(1-я группа) преобладали КМЦ с неизмененными 
морфологическими и тинкториальными свойства-
ми. КМЦ в большинстве случаев равномерно 

окрашивались гематоксилином – эозином, имели 
вытянутую форму, соединялись друг с другом с 
помощью вставочных дисков. На продольных сре-
зах была хорошо видна поперечная исчерченность 
КМЦ, ядра имели овально-вытянутую форму со 
светлой нуклеоплазмой. Значительно реже, чем в 
других экспериментальных группах, отмечались 
участки с неоднородным окрашиванием сердеч-
ных мышечных волокон, гипертрофированные 
КМЦ. Встречались места с умеренными гемоди-
намическими расстройствами: полнокровными и 
расширенными капиллярами, а также в состоя-
нии спазма и со сладжированными эритроцита-
ми. Соединительная ткань между мышечными 
волокнами содержала немногочисленные фибро-
бласты, периваскулярно и перикапилярно встре-
чались группы тучных клеток. У животных этой 
группы незначимо уменьшался диаметр КМЦ и их 
ядер, при этом значимо увеличивалась ОП КМЦ 
и уменьшалась ОП стромы по сравнению с тако-
выми в группе крыс с ЭСН, получавших 14 сут 
хлорид натрия (см. табл. 1).

При иммуноцитохимическом исследовании 
миокарда левого желудочка у крыс всех групп 
были обнаружены КМЦ с явлениями апопто-
за (по критериям оценки экспрессии Caspase-3). 
У животных контрольной группы встречались 
единичные иммунопозитивные КМЦ. В миокарде 
овариэктомированных крыс на 14-е сутки ЭСН 
наблюдалось значимое увеличение количества 
Caspase-3-позитивных КМЦ (см. рисунок, в) как 
по сравнению с таковым в контрольной, так и в 
других подопытных группах (табл. 2). При имму-
ноцитохимическом исследовании антиапоптотиче-
ского белка Bcl-2 иммунопозитивные КМЦ также 

Таблиц а  1

Морфометрические показатели кардиомиоцитов (КМЦ) левого желудочка у интактных крыс 
и различных экспериментальных групп (x–±sx–)

Исследованные показатели
Интактные 

животные, n=5 
(контроль)

Экспериментальные группы

2 мес гипо-
эстрогении

14 сут ЭСН
14 сут ЭСН+14 сут 

NaCl
14 сут ЭСН +14 сут 

мелатонин

Диаметр, мкм:

КМЦ 7,8±0,8 8,2±1,5 9,0±1,2*# 8,8±1,3* 8,04±1,12

ядра КМЦ 2,3±0,7 2,4±0,6 2,9±0,9*# 2,8±0,7* 2,5±0,6

ЯЦО, у. е. 0,43±0,13 0,39±0,08 0,46±0,25 0,47±0,17 0,45±0,16

Объемная плотность, %:

ядра КМЦ 48,2±0,4 39,7±1,1 38,9±2,1 40,8±1,8 8,0±2,9

КМЦ 84,2±2,5 60±7* 81±4# 75±5*^ 86±5

стромы миокарда 15,6±2,6 39±5* 37,1±2,1* 46,8±2,1*^ 26±4

МСО, у. е. 5,4±1,1 1,6±1,0* 2,2±0,8* 1,6±1,2*^ 3,2±1,7

Примеч а ни е . ЯЦО — ядерно-цитоплазматическое отношение; МСО — мышечно-стромальное отношение; ЭСН — экспериментальная 
сердечная недостаточность.

Здесь и в табл. 2: различия значимы при P<0,05: * по сравнению с контролем; # по сравнению с показателями в группе овариэктомированных 
крыс без ЭСН; ^ по сравнению с показателями в группе с введением мелатонина.
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были обнаружены во всех группах. Значимое уве-
личение Bcl-2-позитивных КМЦ (см. рисунок, г) 
отмечалось в группах овариэктомированных крыс 
до моделирования сердечной недостаточности и на 
14-е сутки, а также в группе животных с введени-
ем мелатонина (см. табл. 2).

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х . 
Сложные взаимоотношения сердечно-сосудистой 
системы и нейроэндокринных факторов в настоя-
щее время продолжают интенсивно изучаться. 
Наше исследование продемонстрировало, что в 
условиях экспериментальных гипоэстрогении и 
сердечной недостаточности в миокарде у крыс 
происходила существенная реорганизация как 
КМЦ, так и стромальных элементов. Выявленные 
структурно-функциональные изменения в мио-
карде левого желудочка, с одной стороны, в виде 
уменьшения ОП КМЦ, с другой — значитель-
ные микроциркуляторные нарушения, а также 
нарастание ОП стромы миокарда и диффузной 
инфильтрации ее мононуклеарными клетками, 
свидетельствуют об очаговом кардиосклерозе и 
развитии регенераторно-пластической недоста-
точности миокарда, способствующих переходу 
от компенсаторной гипертрофии к дисфункции 
левого желудочка и прогрессированию ХСН [3]. 
Обращает на себя внимание увеличение ОП стро-
мы миокарда в группе крыс через 14 сут после 
окончания моделирования сердечной недостаточ-
ности, что указывает на стойкость и необрати-
мость ремоделирования соединительнотканного 
матрикса. Данный факт можно объяснить актива-
цией в условиях ЭСН матриксных металлопроте-
иназ (ММП), значение которых в патогенезе ХСН 
широко обсуждается. Есть данные, что в здоровом 
миокарде поддерживается баланс между ММП и 
их тканевыми ингибиторами, что не дает разрас-
таться внеклеточному матриксу [10]. В условиях 
гипертрофии КМЦ, гипоксии и ишемии проис-
ходит накопление коллагена в интерстиции за 
счет его повышенного синтеза, идет активное раз-
растание соединительной ткани, активизируется 

ММП. Доминирование активности ММП над их 
ингибиторами при ХСН, сопровождающееся раз-
рушением участков коллагеновой основы, создает 
условия для развития стойкого фиброза в миокар-
де [17]. Однако определение тонких механизмов, 
объясняющих прогрессирование соединительно-
тканных нарушений, требует дальнейших иссле-
дований.

Нами было установлено, что под действием 
мелатонина происходит регресс патологических 
изменений в миокарде, реже встречались участки 
с интерстициальным отеком, гемодинамическими 
нарушениями. Данные факты мы трактуем как 
протективное воздействие мелатонина на мио-
кард. Механизм такой цитопротекции ряд авторов 
связывают с про- и антиоксидантными свойствами 
мелатонина [7], его стимулирующим влиянием 
на выработку NO-синтазы клетками эндотелия 
сосудов с последующим увеличением продукции 
оксида азота и вазодилатацией [6, 12], поло-
жительным регулирующим влиянием на соот-
ношение ММП и тканевых ингибиторов метал-
лопротеиназ [16]. В последние годы в патогенезе 
ХСН, кроме роли нейроэндокринных факторов, 
участвующих в регуляции тканевого гомеостаза 
в сердце, широко обсуждается значение апоп-
тоза клеток миокарда [5]. В нашей работе было 
обнаружено увеличение числа КМЦ с признака-
ми апоптоза во все сроки эксперимента. Однако 
обращает на себя внимание максимальное воз-
растание апоптоза КМЦ в момент окончания 
моделирования сердечной недостаточности (14-е 
сутки) с последующим снижением апоптотиче-
ского индекса в отдаленный период (28-е сутки 
эксперимента при введении натрия хлорида). Этот 
факт требует дальнейшего уточнения. На наш 
взгляд, такую динамику количества апоптозных 
КМЦ можно объяснить, с одной стороны, акти-
вацией симпатико-адреналовой системы и других 
гуморальных факторов, стимулирующих апоптоз 
КМЦ в моделируемых условиях истощающих 
нагрузок с последующей их стабилизацией, с 
другой стороны — нельзя исключить включение 
антиапоптотических механизмов. Под воздействи-
ем мелатонина отмечалось снижение числа КМЦ 
с признаками апоптоза с одновременным увеличе-
нием количества Bcl-2-позитивных клеток, сопро-
вождающееся регрессом патологических измене-
ний в структуре миокарда, что мы расцениваем 
как кардиопротективное и антиапоптотическое 
действие мелатонина, это согласуется и с данны-
ми, имеющимися в литературе [13].

Оценка соотношения про- и антиапоптозных 
маркеров программируемой клеточной смерти 
имеет важное значение, как фактор структурно-
го гомеостаза миокарда. В нашем исследовании 
отмечается тенденция к истощению антиапопто-
тических механизмов (уменьшение количества 

Таблиц а  2

Экспрессия сигнальных белков (Caspase-3, Bcl-2) 
в миокарде левого желудочка у интактных крыс 
и различных экспериментальных групп (x–±sx–)

Группа животных

Индекс апоптоза 
кардиомиоцитов

Caspase-3 Bcl-2

Интактные (контроль) 1±0,1 2,1±0,4

2 мес гипоэстрогении 5,3±0,4 12,0±0,3*

14 сут ЭСН 9,1±0,4*# 11,02±0,11*

14 сут ЭСН+14 сут NaCl 6,2±1,0*^ 5,1±1,0^

14 сут ЭСН+14 сут мелатонин 3,20±0,13 9,19±0,12*

Примеч а ни е . ЭСН — экспериментальная сердечная недостаточ-
ность.



29

Том 144. № 5 ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Bcl-2-позитивных КМЦ) при сохранении высо-
кого индекса апоптоза (количества Caspase-3-
позитивных КМЦ) на 28-е сутки после заверше-
ния эксперимента при введении хлорида натрия, 
что сопровождалось существенными структурно-
функциональными изменениями в миокарде лево-
го желудочка. Данные результаты можно объ-
яснить тем, что в условиях ЭСН альтернатив-
ным вариантом программированной клеточной 
гибели является аутофагия, которая не связа-
на с каспазными механизмами и опосредуется 
катепсиновыми белками и протеазами лизосом. 
Интенсификация аутофагии КМЦ при сердечно-
сосудистой патологии позволила некоторым 
авторам предположить, что и эта разновидность 
гибели клеток также способна внести свой вклад 
в развитие ХСН [4]. Полученные данные согласу-
ются с современной концепцией о роли апоптоза 
в ремоделировании сердца и развитии сердечной 
недостаточности [5].

Резюмируя изложенное, можно сделать вывод, 
что дефицит половых гормонов значимо наруша-
ет клеточный гомеостаз миокарда, ЭСН на этом 
фоне приводит к структурно-функциональной 
реорганизации сердечной мышцы, активации 
апоптоза КМЦ, что играет важную патогенети-
ческую роль в развитии сердечной недостаточно-
сти. Мелатонин создает необходимые условия для 
адекватной активации компенсаторных механиз-
мов в КМЦ, микрососудах, интерстиции на фоне 
снижения апоптотической доминанты в миокарде.

Работа выполнена при поддержке РФФИ (проект 
№ 11-04-97000 р_поволжье_а).
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STRUCTURAL REORGANIZATION 
OF THE MYOCARDIUM IN OVARIECTOMIZED 
RATS WITH EXPERIMENTAL HEART FAILURE 
AFTER MELATONIN ADMINISTRATION

Yu. V. Liskova, S. P. Salikova and A. A. Stadnikov

The aim of the study was to examine the reorganization of 
left ventricular myocardium (LVM) in ovariectomized rats 
with experimental heart failure (EHF) as affected by melatonin 
administration. Rat LVM was studied using the methods of light 
microscopy, immunocytochemistry and morphometry. At day 14 
of EHF, marked heteromorphism of contractile cardiomyocytes 
(CMC), signs of dystrophy, overcontraction and damage of mus-
cle fibers, karyopyknosis, paranuclear edema, local sarcoplasm 
destruction were detected together with CMC showing signs of 
apoptosis. At day 28 after EHF modeling, a further increase in 
the number of CMC with significant changes in the morphologi-
cal and tinctorial properties was found as well as the cells with 
signs of apoptosis. In rats given melatonin for14 days, there was 
a regression of pathological changes, with the decrease in the 
hypertrophy of CMC and their nuclei, reduction of the number 
of CMC with the signs of apoptosis. Cardioprotective effect of 
melatonin on LVM of ovariectomized rats with EHF is discussed.

Key words: myocardium structure, myocardium remodeling, 
heart failure, estrogen deficiency, melatonin
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