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Аннотация. Крысы являются наиболее распространенными объектами доклинических иссле-
дований, что обусловливает актуальность изучения плодного кардиоморфогенеза крыс с применением 
современных методов морфологических исследований. Цель – изучить динамику маркеров пролифера-
ции (Ki67), апоптоза (каспаза 3), васкуляризации (CD31) и ремоделирования стромы (MMP2 и MMP9) 
миокарда левого желудочка плодов крыс Вистар. Материал и методы. Проведено гистологическое, им-
муногистохимическое и морфометрическое исследование стенки левого желудочка сердца крыс на 18-,  
19-, 20-, 21- и 22-е сутки пренатального периода онтогенеза. Результаты. С 18-х по 22-е сут пренатально-
го периода онтогенеза у крыс наблюдается двукратное увеличение толщины латеральной стенки левого 
желудочка, обусловленное как пролиферацией, так и дифференцировкой и увеличением размеров кар-
диомиоцитов. Ki67-позитивные кардиомиоциты локализованы в стенке левого желудочка диффузно, их 
количество возрастает на 19-е сут пренатального периода развития и остается на высоком уровне до конца 
пренатального периода развития крыс. С 18-х по 22-е сут пренатального периода онтогенеза крыс в левом 
желудочке определяются единичные каспаза 3-позитивные кардиомиоциты. Рост миокарда левого желу-
дочка в плодном периоде у крыс сопровождается адекватными темпами васкуляризации. Рост сосудов, а 
также пролиферация кардиомиоцитов сопровождаются ремоделированием стромы миокарда, при этом 
наибольшая интенсивность MMP2- и MMP9-иммунного окрашивания наблюдается в начале плодного 
периода онтогенеза крыс. Заключение. Короткая продолжительность пренатального онтогенеза крыс 
обусловливает высокую динамичность кардиоморфогенетических процессов. В плодном периоде онтоге-
неза крыс в левом желудочке сердца пролиферация кардиомиоцитов преобладает над интенсивностью 
апоптоза. Интенсивность пролиферации кардиомиоцитов левого желудочка крыс высока вплоть до 22-х 
сут пренатального периода онтогенеза. 

Ключевые слова: кардиоморфогенез, плодный период, крысы, иммуногистохимия 
 

Конфликт интересов: авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов. 
 

Для цитирования: Иванова В.В., Ерохина А.В., Никонова А.Д., Панфилова П.А., Сединова В.Н., Серебряко-
ва О.Н. Иммуногистохимическая характеристика морфогенеза левого желудочка сердца плодов крыс // Журнал анато-
мии и гистопатологии. 2023. Т. 12, №4. С. 31–37. https://doi.org/10.18499/2225-7357-2023-12-4-31-37 
 

ORIGINAL  ARTICLES 
 

Original article   

Immunohistochemical Characterization of Heart Left  
Ventricle Morphogenesis in Rats Fetuses 

 

V.V. Ivanova, A.V. Erokhina, A.D. Nikonova, P.A. Panfilova,  
V.N. Sedinova, O.N. Serebryakova 
Siberian State Medical University, Tomsk, Russia 

 

Abstract. Rats are the most common objects of preclinical studies, which determines the relevance of 
studying fetal cardiomorphogenesis in rats using modern methods of morphological studies. The aim is to study 
the dynamics of markers of proliferation (Ki67), apoptosis (caspase 3), vascularization (CD31), and stromal 
remodeling (MMP2 and MMP9) of the left ventricular myocardium of Wistar rat fetuses. Material and meth-
ods. A histological, immunohistochemical and morphometric study of the rat heart left ventricle wall was carried 
out on the 18th, 19th, 20th, 21st and 22nd days of the prenatal period of ontogenesis. Results. From the 18th to 
the 22nd day of the prenatal period of ontogenesis in rats, a twofold increase in the thickness of the left ventricle 
lateral wall is observed, due to both proliferation and differentiation and an increase in the size of cardiomyo-
cytes. Ki67-positive cardiomyocytes are diffusely localized in the wall of the left ventricle, their number increases 
on day 19 of the prenatal period of development and remains at a high level until the end of the prenatal period in 
rats. From the 18th to the 22nd day of the prenatal period of ontogeny in rats, single caspase 3-positive cardio-
myocytes are detected in the left ventricle. The growth of the left ventricular myocardium in the fetal period in 
rats is accompanied by an adequate rate of vascularization. The vascularization and proliferation of cardiomyo-
cytes  are  accompanied  by  remodeling  of  the  myocardial  stroma,  with  the  highest  intensity  of  MMP2-  and   
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MMP9-immune staining observed at the beginning of the fetal period of ontogeny in rats. Conclusion. The short 
duration of prenatal ontogenesis in rats determines the high dynamics of cardiomorphogenetic processes. In the 
fetal period of rat ontogenesis in the left ventricle of the heart, the proliferation of cardiomyocytes prevails over 
the intensity of apoptosis. The intensity of proliferation of cardiomyocytes of the left ventricle of rats is high up 
to the 22nd day of the prenatal period of ontogenesis. 

Keywords: cardiomorphogenesis, fetal period, rats, immunohistochemistry, histology 
 

Conflict of interests: the authors declare no conflict of interests. 
 

For citation: Ivanova V.V., Erokhina A.V., Nikonova A.D., Panfilova P.A., Sedinova V.N., Serebryakova O.N. Immu-
nohistochemical characterization of heart left ventricle morphogenesis in rats fetuses. Journal of Anatomy and Histopathology. 
2023. V. 12, №4. P. 31–37. https://doi.org/10.18499/2225-7357-2023-12-4-31-37 
 

Введение 
 
Крысы являются наиболее распростра-

ненными объектами доклинических исследо-
ваний. Однако, обращает на себя внимание 
недостаток сведений в научной литературе о 
морфофункциональных особенностях сердца 
плодов крыс в норме [7]. На сегодняшний 
день подробно описаны динамика массы, 
формы и линейных размеров сердца плодов 
крыс [5, 16]. Гистологическое строение сердца 
плодов крыс изучено в динамике при помощи 
рутинных гистологических методов [15, 24]. 
Однако, современный методологический уро-
вень позволяет дать намного более подробную 
морфофункциональную характеристику био-
логического объекта. С этим, в частности, свя-
зано появление волны генетических исследо-
ваний, позволивших в развивающемся мио-
карде плодов установить динамику экспрес-
сии мРНК транскрипционных факторов, бел-
ков энергетического метаболизма, сократи-
тельного аппарата, кальциевого обмена [10, 
12, 14, 17, 23]. Одним из информативных со-
временных методов исследования в клеточ-
ной биологии является иммуногистохимиче-
ский анализ [6]. Иммуногистохимическая 
оценка кардиоморфогенеза плодов крыс в ли-
тературе носит отрывочный характер и не по-
зволяет составить представление о морфо-
функциональных особенностях сердца крыс в 
плодном периоде онтогенеза в динамике [13, 
22]. 

Цель исследования – изучить динамику 
иммуногистохимических маркеров пролифе-
рации, апоптоза, васкуляризации и ремоде-
лирования стромы миокарда левого желудоч-
ка плодов крыс Вистар. 
 

Материал и методы исследования 
 

Протокол исследования одобрен Этиче-
ским комитетом ФГБОУ ВО СибГМУ Мин-
здрава России (№ 8475/1 от 30.11.2020). 
В эксперименте использованы плоды крыс 
Вистар обоего пола на 18-, 19-, 20-, 21- и 22-е 
сут пренатального периода онтогенеза (пол-
ная продолжительность пренатального пе-
риода – 22 сут), n=25, по 5 животных на каж-
дый анализируемый срок. Потомство получе-
но от интактных самцов (2 мес., 180±20 г) и 
самок крыс Вистар (3 мес., 180±20 г). Датиро-
вание беременности проводили согласно при-

нятой методике [8]. В стадию проэструса к 
самкам на ночь подсаживали самцов. С целью 
верификации коитуса утром следующего дня 
проводили цитологический анализ влага-
лищного мазка. День обнаружения спермато-
зоидов во влагалищном мазке крыс считали 
первым днем беременности. Беременные сам-
ки содержались в стандартных условиях вива-
рия, при 12-часовом режиме освещения, по-
лучали корм для беременных лабораторных 
животных. На 18-, 19-, 20-, 21- или 22-е сут 
беременности самок выводили из экспери-
мента методом цервикальной дислокации под 
эфирным наркозом, после чего извлекали 
плоды крыс. Потомство крыс умерщвляли 
методом декапитации. Сердца плодов крыс 
фиксировали в забуференном формалине, 
проводили через батарею изопропиловых 
спиртов восходящей чистоты и заливали в 
парафиновую смесь. Поперечные срезы серд-
ца плодов крыс, выполненные на уровне 
средней трети желудочков, толщиной 5 мкм 
использовали для гистологического исследо-
вания (окраска гематоксилином Джилла и 
эозином) и иммуногистохимического выявле-
ния Ki67 (маркер митоза), активированной 
каспазы 3 (маркер апоптоза), CD31 (маркера 
эндотелиоцитов кровеносных сосудов) и мат-
риксных металлопротеиназ (MMP) 2 и 9 (мар-
керы ремоделирования стромы). Для поста-
новки иммуногистохимической реакции про-
водили высокотемпературную демаскировку 
срезов в цитратном буфере (рН 6,0). В качест-
ве первичных антител использованы моно-
клональные кроличьи антитела ab16667 Anti-
Ki67 antibody [SP6] (Abcam, Великобритания) 
в разведении 1/300, поликлональные кроли-
чьи антитела #9961 CleavedCaspase-3 (Asp175) 
Antibody (CellSignalingTechnology, США) в 
разведении 1/1000, моноклональные кроли-
чьи антитела ab182981 Anti-CD31 [EPR17259] в 
разведении 1/1000 (Abcam, Великобритания), 
моноклональные мышиные NCL-MMP2-507 
антитела (Novocastra, Великобритания) в раз-
ведении 1/500 и моноклональные мышиные 
антитела NCL-MMP9-439 (Novocastra, Вели-
кобритания) в разведении 1/500. Иммуноги-
стохимическую реакцию визуализировали с 
помощью набора Mouse and Rabbit Specific 
HRP/DAB IHC Detection Kit – Micro-polymer 
(Abcam, Великобритания). 

На фотографиях, полученных с препа-
ратов, в программе ImageJ 1.48 (NIH, США) 
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Рис. 1. Фрагмент левого желудочка плодов крыс на 18-е (А) и 21-е (B) сут пренатального периода онто-
генеза. Окраска гематоксилином Джилла и эозином, об. 40, ок. 10. 
Fig. 1. A fragment of the left ventricle of fetal rats on days 18 (A) and 21 (B) of the prenatal period of ontogene-
sis. Gill's hematoxylin and eosin staining, magnification 40×10. 
 
измеряли толщину боковой стенки левого же-
лудочка и диаметр сократительных кардио-
миоцитов. На иммуногистохимических пре-
паратах подсчитывали количество Ki67-
позитивных и каспаза 3-позитивных кардио-
миоцитов в 1 мм2 боковой стенки левого же-
лудочка. Методом точечного счета определя-
ли удельный объем CD31-позитивных клеток 
в миокарде боковой стенки левого желудочка 
крыс. Морфометрическое исследование про-
водили не менее, чем в 5 разных полях зре-
ния. Учитывая малые размеры органов пло-
дов крыс, исследовали серийные срезы. 

Статистический анализ осуществляли с 
применением SPSS 16.0 (IBM, США). Провер-
ку на нормальность распределения значений 
показателей проводили с использованием 
критерия Колмогорова–Смирнова. Данные 
представлены в виде медианы и интерквар-
тильного размаха Me (Q25; Q75). Для сравне-
ния выборок использовали критерии Крас-
келла–Уоллеса и Манна–Уитни, различия 
между группами считались статистически 
значимыми при p<0,05. 

В настоящем исследовании не обнару-
жено полового диморфизма исследуемых па-
раметров левого желудочка сердца плодов 
крыс, поэтому изложение результатов приво-
дится без учета пола животных. 
 

Результаты и их обсуждение 
 

Плодный период крыс Вистар длится с 
18-х по 22-е сут пренатального периода онто-
генеза и характеризуется стремительным рос-
том и преобразованием внутренних органов 
[21]. Стоит отметить, что жизнеспособными 
являются только крысы, рожденные на 21-е и 
22-е сут беременности [11]. Большая степень 
недоношенности приводит к гибели крыс че-
рез минуты после рождения, что можно объ-
яснить структурно-функциональной незрело-
стью органов и невозможностью адаптации 
организма к функционированию ex utero. 

Известно, что к началу плодного перио-
да онтогенеза закладка сердца крыс анатоми-
чески сформирована [15], однако в плодный 
период продолжается активный рост сердца. 

Стенка левого желудочка плодов крыс 
представлена эндокардом, миокардом и эпи-
кардом. Эндокард левого желудочка плодов 
крыс является самой тонкой оболочкой, обра-
зован эндотелием и тонким слоем субэндоте-
лиальной рыхлой соединительной ткани. 
Эпикард левого желудочка плодов крыс пред-
ставлен мезотелием и выраженным субмезо-
телиальным слоем рыхлой соединительной 
ткани. Миокард занимает наибольший объем 
стенки левого желудочка плодов крыс. 

У крыс на протяжении плодного перио-
да онтогенеза морфология сократительных 
кардиомиоцитов левого желудочка значи-
тельно изменяется. На 18-е сут пренатального 
периода онтогенеза крыс кардиомиоциты 
имеют вид узких веретеновидных клеток с 
центрально расположенным вытянутым 
ядром (рис. 1А). К концу пренатального пе-
риода онтогенеза крыс диаметр кардиомио-
цитов увеличивается, форма клеток прибли-
жается к цилиндрической (рис. 1В). На 21-е и 
22-е сут пренатального периода онтогенеза 
ядра кардиомиоцитов округлой или овальной 
формы, занимают центральное положение в 
клетке. На протяжении плодного периода он-
тогенеза в миокарде левого желудочка крыс 
определяются единичные двуядерные кар-
диомиоциты, что согласуется с данными 
Ю.В. Загоруйко с соавт. [1]. 

С 18-х по 21-е сут пренатального перио-
да онтогенеза в сократительных кардиомио-
цитах определяется перинуклеарное просвет-
ление цитоплазмы, периферические участки 
цитоплазмы эозинофильны (рис. 1А, 1Б), что 
согласуется с данными S.G. Marcela et al. [15]. 
Наибольшее развитие поперечной исчерчен-
ности цитоплазмы характерно для кардио-
миоцитов трабекулярного слоя миокарда 
плодов крыс. Тенденция к увеличению 
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Таблица 1 / Table 1 
Морфометрические показатели сердца плодов крыс, Me (Q25; Q75) 
Morphometric parameters of the heart of fetuses in rats, Me (Q25; Q75) 

 

Пренатальный период развития крыс Вистар, сут Показатель 18-е 19-е 20-е 21-е 22-е 
Толщина левого  
желудочка, мкм 

171,0 
(165,5; 266,0) 

280,0 
(265,5; 346,5) 

338,0 
(314,5; 361,5)# 

364,0 
(347,5; 376,0)# 

419,3 
(360,1; 563,8)# 

Диаметр сократи-
тельных кардиомио-
цитов, мкм 

4,3  
(3,5; 4,8) 

5,4  
(5,3; 5,9)# 

5,8  
(5,0; 6,8)# 

6,6  
(6,1; 7,4)# 

6,7  
(7,0; 8,3)# 

Количество Ki67-
позитивных кардио-
миоцитов, ед. 

12,5 
(12,5; 18,8) 

50,0 
(12,5; 56,3)# 

25,0 
(31,3; 37,5)# 

31,3 
(18,8; 43,8)# 

43,8 
(31,3; 53,1)# 

Количество каспаза 
3-позитивных кар-
диомиоцитов, ед. 

0  
(0; 12,5) 

0  
(0; 6,3) 

0  
(0; 6,3) 

6,3  
(0; 12,5) 

0  
(0; 3,1) 

Удельный объем 
CD31, усл. ед. 

20,0 
(14,5; 21,5) 

20,0 
(16,5; 23,5) 

23,0 
(18,0; 23,5) 

25,0 
(23,0; 32,0)# 

21,0 
(20,0; 23,5)* 

Примечание: * – отличие от аналогичного признака на предыдущий день пренатального периода разви-
тия; # – отличие от аналогичного признака на 18-е сутки пренатального периода развития крыс, p<0,05. 
 

 
Рис. 2. Фрагмент левого желудочка плодов крыс на 18-е (А) и 21-е (B) сут пренатального периода онто-
генеза. Иммуногистохимическое выявление Ki67, об. 40, ок. 10. Стрелкой отмечены иммунопозитивные 
кардиомиоциты. 
Fig. 2. A fragment of the left ventricle of fetal rats on days 18 (A) and 21 (B) of the prenatal period of ontogene-
sis. Immunohistochemical Ki67-staining, magnification 40×10. The arrow indicates immunopositive 
cardiomyocytes. 
 

 
Рис. 3. Фрагмент левого желудочка плодов крыс на 18-е (А) и 21-е (B) сут пренатального периода онто-
генеза. Иммуногистохимическое выявление каспазы 3, об. 40, ок. 10 (А) и об. 63, ок. 10 (B). Стрелкой от-
мечены иммунопозитивные кардиомиоциты. 
Fig. 3. A fragment of the left ventricle of fetal rats on days 18 (A) and 21 (B) of the prenatal period of ontogene-
sis. Immunohistochemical caspase 3-staining, magnification 40×10 (A) and 63×10 (B). The arrow indicates 
immunopositive cardiomyocytes. 
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Рис. 4. Фрагмент левого желудочка плодов крыс на 18-е (А) и 21-е (B) сут пренатального периода онто-
генеза. Иммуногистохимическое выявление CD31, об. 40, ок. 10. Стрелки указывают на CD31-
позитивное окрашивание эндотелиоцитов кровеносных сосудов. 
Fig. 4. A fragment of the left ventricle of fetal rats on days 18 (A) and 21 (B) of the prenatal period of ontogene-
sis. Immunohistochemical CD31-staining, magnification 40×10. Arrows indicate CD31-positive staining of blood 
vessel endothelial cells. 
 

 
Рис. 5. Фрагмент левого желудочка плодов крыс на 19-е сут пренатального периода онтогенеза. Имму-
ногистохимическое выявление MMP2 (А) и MMP9 (B), об. 40, ок. 10. Стрелки указывают на иммунопо-
зитивные эндотелиоциты кровеносных сосудов, головки стрелок указывают на иммунопозитивные 
мезотелиоциты. 
Fig. 5. A fragment of the left ventricle of fetal rats on day 19 of the prenatal period of ontogenesis. Immunohisto-
chemical MMP2-staining (A) and MMP9-staining (B), magnification 40×10. The arrow indicates immunoposi-
tive blood vessel endothelial cells, the arrow head indicates immunopositive mesotheliocytes. 
 
диаметра кардиомиоцитов прослеживается до 
21-х сут пренатального периода онтогенеза 
(табл. 1). 

С 18-х по 22-е сут пренатального перио-
да онтогенеза у крыс наблюдается двукратное 
увеличение толщины латеральной стенки ле-
вого желудочка (табл. 1), что связано как с 
пролиферацией, так и с дифференцировкой и 
увеличением размеров кардиомиоцитов, что 
согласуется с данными [18, 24]. Ki67-
позитивные кардиомиоциты локализованы в 
стенке левого желудочка диффузно (рис. 2), 
их количество возрастает на 19-е сут прена-
тального периода развития и остается на вы-
соком уровне до конца пренатального периода 
развития крыс (табл. 1). 

В миокарде плодов крыс с 18-х по 22-е 
сут пренатального периода онтогенеза опре-
деляются единичные каспаза 3-позитивные 
кардиомиоциты (рис. 3, табл. 1). В отличие от 
Е.Н. Ямщиковой с соавт. [4], нами не обнару-

жено статистически значимого увеличения 
интенсивности апоптоза кардиомиоцитов в 
конце плодного периода онтогенеза крыс. 
Стоит отметить, что интенсивность апоптоза 
кардиомиоцитов плодов варьирует в различ-
ных областях сердца [9]. Рост животного в 
плодном периоде онтогенеза сопровождается 
значительным развитием сосудов большого 
круга кровообращения и повышением гемо-
динамической нагрузки на сердце. Повыше-
ние гемодинамической нагрузки на левый 
желудочек сердца крыс индуцирует рост мио-
карда, обусловленный высокой пролифера-
тивной активностью и низкой интенсивно-
стью апоптоза кардиомиоцитов. 

CD31-позитивное окрашивание в сердце 
плодов крыс характерно для эндотелиоцитов 
эндокарда и кровеносных сосудов миокарда и 
эпикарда (рис. 4). Удельный объем CD31-
позитивных клеток в стенке левого желудочка 
плодов крыс с 18-х по 20-е сутки остается 
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стабильным, на 21-е сут – увеличивается 
(табл. 1), что указывает на активное развитие 
кровеносных сосудов, сопровождающее рост 
миокарда [20]. Темпы васкуляризации не-
сколько уменьшаются на 22-е сут пренаталь-
ного периода онтогенеза, о чем свидетельст-
вует некоторое снижение удельного объема 
CD31-позитивных клеток в стенке левого же-
лудочка крыс относительно показателя на 21-е 
сут (табл. 1). 

MMP2- и MMP9-позитивное окрашива-
ние миокарда плодов крыс колокализовано и 
характерно для эпикарда и эндотелиоцитов 
субэпикардиально локализованных кровенос-
ных сосудов (рис. 5). Известно, что рост сосу-
дов микроциркуляторного русла сопряжен с 
ремоделированием межклеточного вещества 
[2, 20]. Позитивное окрашивание на MMP су-
бэндокардиально расположенных эндотелио-
цитов указывает на рост кровеносных сосудов 
со стороны эпикарда, что согласуется с дан-
ными [3]. Кроме того, MMP2- и MMP9-
позитивно окрашиваются отдельные кардио-
миоциты трабекул, а также митотически де-
лящиеся кардиомиоциты плодов крыс. Ин-
тенсивность MMP2 и MMP9-позитивного ок-
рашивания в миокарде плодов крыс макси-
мальна на 18-е сут пренатального периода он-
тогенеза, затем снижается до умеренной на 
20–22-е сут пренатального периода онтогене-
за, что согласуется с [19]. 

 
Заключение 

 

Короткая продолжительность прена-
тального онтогенеза крыс обусловливает вы-
сокую динамичность кардиоморфогенетиче-
ских процессов. В плодном периоде онтогене-
за крыс в левом желудочке сердца пролифе-
рация кардиомиоцитов преобладает над ин-
тенсивностью апоптоза. Рост миокарда в 
плодном периоде у крыс сопровождается аде-
кватными темпами васкуляризации. Рост со-
судов, а также пролиферация кардиомиоци-
тов сопровождаются ремоделированием 
стромы миокарда, при этом наибольшая ин-
тенсивность MMP2- и MMP9-иммунного ок-
рашивания наблюдается в начале плодного 
периода онтогенеза крыс. Стоит отметить, что 
интенсивность пролиферации кардиомиоци-
тов левого желудочка крыс высока вплоть до 
22-х сут пренатального периода онтогенеза. 
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