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Аннотация. Преждевременное рождение сокращает продолжительность пренатального перио-
да развития организма и нарушает закономерный морфогенез органов плода. Изучение тканевых и кле-
точных реакций в миокарде преждевременно рожденных детей невозможно из-за инвазивности процеду-
ры, поэтому востребованными являются экспериментальные исследования. Цель исследования – про-
вести иммуногистохимический анализ матриксной металлопротеиназы-9 (ММП-9) и тканевого ингибито-
ра матриксной металлопротеиназы-1 (ТИМП-1) в миокарде левого желудочка преждевременно рожден-
ных крыс с 1-х по 14-е сут постнатального периода. Материал и методы. Объектами исследования были 
сердца доношенных (n=15) и преждевременно рожденных (n=15) крыс-самцов Вистар. Сердца фиксирова-
ли в забуференном (рН 7,4) 10% растворе формалина. Материал заключали в парафин. Иммуногистохи-
мическим непрямым пероксидазным методом с помощью антител на срезах выявляли ММП-9 и ТИМП-1. 
Интенсивность иммуногистохимической реакции оценивали полуколичественно (в баллах). Полученные 
данные обрабатывались методами непараметрической статистики. Результаты. Не обнаружено разли-
чий в локализации ММП-9- и ТИМП-1-позитивного окрашивания в миокарде преждевременно рожден-
ных и доношенных животных. У преждевременно рожденных крыс на 7-е сут постнатального периода ин-
тенсивность окрашивания как на ММП-9, так и на ТИМП-1 снижена. На 14-е сут постнатального периода в 
миокарде у преждевременно рожденных крыс наблюдается повышение интенсивности иммуногистохи-
мической реакции на ММП-9 на фоне реакции на ТИМП-1 низкой интенсивности. Заключение. Резуль-
таты исследования указывают на возможное усиление эффектов ММП-9 в миокарде преждевременно ро-
жденных животных на 14-е сут постнатального периода. Дисбаланс ММП-9 и ТИМП-1 может вносить 
вклад в ремоделирование миокарда левого желудочка у преждевременно рожденных животных. 
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Abstract. Preterm birth shortens the duration of the prenatal period of development of the fetus and dis-
rupts the natural morphogenesis of fetal organs. The study of tissue and cellular reactions in the myocardium of 
preterm  born children is impossible due to the invasiveness of the procedure, therefore experimental studies are   
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in demand. The aim of the study was to carry-out immunohistochemical analysis of matrix metalloproteinase-9 
(MMP-9) and tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-1 (TIMP-1) in the left ventricle myocardium of preterm 
rats from the 1st to the 14th day of the postnatal period. Material and methods. The objects of the study were 
the hearts of full-term (n=15) and preterm (n=15) male Wistar rats. Hearts were fixed in buffered (pH 7.4) 10% 
formalin solution. The material was embedded in paraffin. MMP-9 and TIMP-1 were detected on sections using 
the immunohistochemical indirect peroxidase method with antibodies. The intensity of the immunohistochemi-
cal reaction was assessed semi-quantitatively (in points). The obtained data were processed using nonparametric 
statistics methods. Results. No differences were found in the localization of MMP-9- and TIMP-1-positive stain-
ing in the myocardium of preterm and full-term animals. In preterm rats on the 7th day of the postnatal period, 
the intensity of staining for both MMP-9 and TIMP-1 was reduced. On the 14th day of the postnatal period in the 
myocardium of preterm rats an increase in the intensity of the immunohistochemical reaction to MMP-9 was 
observed against the background of a low-intensity reaction to TIMP-1. Conclusion. The results of the study 
indicate a possible increase in the effects of MMP-9 in the myocardium of preterm animals on the 14th day of the 
postnatal period. Imbalance of MMP-9 and TIMP-1 may contribute to left ventricular myocardial remodeling in 
preterm animals.  
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Введение 
 

Пренатальное развитие млекопитаю-
щих протекает в уникальных физиологиче-
ских условиях и заключается в динамичных 
морфогенетических процессах, приводящих к 
формированию и подготовке организма к са-
мостоятельному существованию. Преждевре-
менное рождение сокращает продолжитель-
ность пренатального периода развития орга-
низма и нарушает закономерный морфогенез 
органов плода. Рождение сопровождается 
кардинальными гемодинамическими пере-
стройками и увеличением нагрузки на сердце 
[30], в связи с чем, у преждевременно рож-
денных детей наблюдается форсированная 
адаптация структурно незрелого сердца. До-
гоняющий рост, наблюдаемый у преждевре-
менно рожденных детей в первые месяцы по-
сле рождения, представляет собой скорее 
компенсаторно-приспособительный морфо-
генез, нежели полноценное развитие структу-
ры органов до таковой у доношенных. Таким 
образом, у преждевременно рожденных детей 
формируются структурные и функциональ-
ные особенности сердца, которые сохраняют-
ся в подростковом и взрослом возрасте и, ве-
роятно, служат предпосылками развития сер-
дечно-сосудистых заболеваний в отдаленном 
постнатальном периоде [10, 31]. 

На сегодняшний день нет разработан-
ных клинических рекомендаций по ведению 
преждевременно рожденных детей, однако 
потенциальным «окном возможностей» для 
них считается период новорожденности [13]. 
Предполагается, что именно в этот период 
можно предупредить или скорректировать 
развитие начальных морфофункциональных 
изменений и, следовательно, значительно 
снизить риск раннего развития заболеваний 

сердца у недоношенных людей [23]. Деталь-
ное представление о механизмах развития 
морфофункциональных особенностей сердца 
у преждевременно рожденных детей не сфор-
мировано [16, 26]. Изучение тканевых и кле-
точных реакций в миокарде преждевременно 
рожденных детей невозможно из-за инвазив-
ности процедуры, поэтому востребованными 
являются экспериментальные исследования. 

Результаты ряда исследований свиде-
тельствуют о формировании у недоношенных 
детей ранних фибротических изменений 
стенки сердца. Показано увеличение жестко-
сти стенки левого желудочка сердца у детей, 
рожденных недоношенными, уже в возрасте 6 
лет [20]. В эксперименте развитие интерсти-
циального фиброза миокарда правого и лево-
го желудочков, а также межжелудочковой пе-
регородки продемонстрировано у неполовоз-
релых овец, рожденных недоношенными [17]. 

Преобразование соединительной ткани 
в стенке сердца определяется балансом мат-
риксных металлопротеиназ и их тканевых ин-
гибиторов. Повышенные концентрации мат-
риксной металлопротеиназы-9 (ММП-9) и 
тканевого ингибитора матриксных металло-
протеиназ (ТИМП-1) в плазме крови наиболее 
часто ассоциированы с высоким риском раз-
вития сердечно-сосудистых заболеваний и их 
негативных исходов [14, 21]. 

Наиболее часто для экспериментально-
го изучения недоношенности на грызунах ис-
следователи используют модель, при которой 
доношенных крыс содержат в раннем постна-
тальном периоде в условиях гипероксии [4, 5], 
однако, мы считаем более корректным изуче-
ние постнатального морфогенеза у прежде-
временно рожденных крыс. Иммуногистохи-
мическое исследование позволяет определить 
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локализацию искомых ферментов в стенке 
сердца экспериментальных животных, что 
невозможно осуществить с помощью биохи-
мического анализа плазмы крови или гомоге-
ната фрагмента стенки сердца. 

Поэтому целью данного исследования 
стал иммуногистохимический анализ ММП-9 
и ТИМП-1 в миокарде левого желудочка 
преждевременно рожденных крыс с 1-х по  
14-е сут постнатального периода. 

Задачами исследования были опреде-
ление клеточных источников ММП-9 и 
ТИМП-1, а также сравнение интенсивности 
иммуногистохимической реакции данных 
маркеров в миокарде преждевременно рож-
денных и доношенных крыс. 
 

Материал и методы исследования 
 

Объектами исследования были доно-
шенные и преждевременно рожденные кры-
сы-самцы Вистар, полученные от интактных 
самцов (2 мес., 180±20 г, n=2) и самок (3 мес., 
180±20 г, n=6). Для получения датированной 
беременности самку (в проэструс) подсажива-
ли к самцу на ночь, по истечении которой 
анализировали вагинальный мазок [9]. В на-
стоящем исследовании день обнаружения в 
вагинальном мазке сперматозоидов считали 
1-м днем беременности. 

Контрольную группу составили крысы-
самцы (n=15), рожденные в срок (продолжи-
тельность беременности 22 сут). Опытную 
группу составили преждевременно рожден-
ные крысы-самцы (n=15) (продолжительность 
беременности 21 сут, т.е. на 24 ч ранее срока). 
Рождение крыс на 24 ч ранее срока сопоста-
вимо с рождением человека ранее 28 полных 
недель беременности (экстремально недоно-
шенные) [28]. Преждевременные роды у крыс 
вызывали подкожным введением 1 мл мифе-
пристона в дозе 10 мг/кг массы тела (Sigma-
Aldrich, США) на 20-е сут беременности [8]. 
Крыс содержали при температуре 20–24°C, 
средней влажности 60%, 12-часовом световом 
дне, при свободном доступе к воде и пище. 

Животных контрольной и опытной 
групп выводили из эксперимента асфиксией 
CO2 на 1-, 7- и 14-е сут постнатального перио-
да. Содержание, уход и манипуляции над экс-
периментальными животными соответство-
вали всем применимым международным, на-
циональным и институциональным (заклю-
чение № 8475/1 от 30.11.2020 локального эти-
ческого комитета ФГБОУ ВО СибГМУ Мин-
здрава России) нормам по биоэтике. 

Сердца крыс фиксировали в забуферен-
ном (рН 7,4) 10% растворе формалина (Био-
витрум, Россия) в течение 12–24 ч, затем про-
мывали в проточной воде, дегидратировали в 
8 сменах раствора «Изопреп» (Биовитрум, 
Россия), после чего пропитывали и заключали 
в парафиновую смесь Гистомикс (Биовитрум, 
Россия). С помощью автоматического микро-

тома НМ355S (Thermo Fisher Scientific, Китай) 
получали парафиновые срезы толщиной 
5 мкм. Поперечные срезы сердца (на уровне 
папиллярных мышц) использовали для по-
становки иммуногистохимической реакции 
непрямым пероксидазным методом. 

В работе использовали антитела к 
ММП-9 (NCL-MMP9-439, Novocastra, Велико-
британия) и антитела к ТИМП-1 (# PA5-94976, 
Invitrogen, США). На депарафинизированных 
срезах проводили демаскировку антигенов в 
соответствии с рекомендациями изготовите-
лей антител. Для выявления ММП-9 прово-
дили высокотемпературную демаскировку 
антигенов в цитратном буфере (рН 6,0). Для 
выявления ТИМП-1 антигены демаскировали 
протеиназой К (Leica Biosystems Newcastle Ltd, 
Великобритания). Для постановки иммуноги-
стохимической реакции использовали набор 
Goat anti-rabbit HRT-conjugate (Abcam, Вели-
кобритания). Для визуализации ядер клеток 
срезы докрашивали гематоксилином Джилла 
(Биовитрум, Россия). В каждой серии окра-
шивания проводили постановку отрицатель-
ного контроля антител. 

На препаратах анализировали иммуно-
позитивное окрашивание миокарда левого 
желудочка (Axioscope 40, Zeiss, Германия). 
Интенсивность иммуногистохимической ре-
акции оценивали визуально, полуколичест-
венно (в баллах) не менее, чем в 5 различных 
полях зрения препарата (при 400-кратном 
увеличении). Критерием оценки интенсивно-
сти выбрана площадь иммунопозитивного 
окрашивания: 0 баллов – отсутствие окраши-
вания в поле зрения, 1 балл – иммунопози-
тивные структуры занимают менее 25% поля 
зрения, 2 балла –иммунопозитивные структу-
ры занимают 25–75% поля зрения, 3 балла – 
иммунопозитивные структуры занимают бо-
лее 75% поля зрения. Показатели интенсивно-
сти иммуногистохимической реакции пред-
ставлены в виде медианы (Ме) и интерквар-
тильного размаха (Q1; Q3). Показатели интен-
сивности иммуногистохимической реакции 
сравнивали с помощью критериев Шапиро–
Уилка и Манна–Уитни в программе SPSS 16.0 
(IBM, США) [2]. Различия считали значимы-
ми при уровне p<0,05. 
 

Результаты и их обсуждение 
 

Ранее нами показано, что преждевре-
менное рождение крыс вызывает изменение 
интенсивности иммуногистохимической ре-
акции на выявление ММП-9 на 7-е и 21-е сут 
постнатального периода, визуально более вы-
раженное при большей степени недоношен-
ности [1]. В настоящем исследовании прове-
дена полуколичественная (балльная) оценка 
иммуногистохимической реакции, а также 
сопоставлены результаты иммуногистохими-
ческого выявления ММП-9 и ТИМП-1 в мио-
карде левого желудочка доношенных и 
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Рис. 1. ММП-9-позитивное окрашивание эндотелиоцитов кровеносных сосудов (стрелка) и фибробла-
стов (головка стрелки) в миокарде левого желудочка крыс контрольной (А) и опытной (B) групп, 14-е 
сут постнатального периода. Иммуногистохимическое выявление ММП-9, докрашивание гематокси-
лином Джилла. Интенсивность реакции 1 балл (А), 2 балла (B). Ув. 400. 
Fig. 1. MMP-9-positive staining of blood vessels endothelial cells (arrow) and fibroblasts (arrowhead) in the left 
ventricle myocardium of rats of the control (A) and experimental (B) groups, day 14 of the postnatal period. 
Immunohistochemical reaction to MMP-9, Gill's hematoxylin post-staining. Reaction intensity 1 point (A),  
2 points (B). Magnification ×400. 
 

Таблица 1 / Table 1 
Динамика интенсивности иммуногистохимической реакции на выявление ММП-9 и  

ТИМП-1 в миокарде левого желудочка преждевременно рожденных и доношенных крыс 
Dynamics of the intensity of the immunohistochemical reaction to MMP-9 and TIMP-1 in left  

ventricle myocardium of preterm and full-term rats 
 

Срок постнатального периода онтогенеза крыс, сутки Группа 
1-е 7-е 14-е 

Интенсивность ММП-9-иммунопозитивной реакции, баллы, Me(Q1; Q3) 
Контрольная 1,0 (0; 1,3) 1,5 (1,0; 2,0) # 1,0 (1,0; 1,3) 

Опытная 1,0 (1,0; 1,0) 1,0 (1,0; 1,0) * 2,0 (1,8; 2,3) *,# 
Интенсивность ТИМП-1-иммунопозитивной реакции, баллы, Me(Q1; Q3) 

Контрольная 2,0 (1,0; 2,0) 2,0 (1,0; 2,0) 1,0 (0; 1,0) # 
Опытная 1,0 (1,0; 1,3) 1,0 (0; 1,0) * 0 (0; 1,0) 

Примечание: * – отличие от показателя крыс контрольной группы; # – отличие от соответствующего по-
казателя крыс в предыдущий срок эксперимента, p<0,05. 
 
 
недоношенных на 24 ч крыс с 1-х по 14-е сут 
постнатального периода. 

В миокарде левого желудочка крыс кон-
трольной и опытной групп ММП-9-
позитивными на 1–14-е сут постнатального 
периода были эндотелиоциты кровеносных 
сосудов и фибробласты, слабое иммунопози-
тивное окрашивание было характерно также 
для кардиомиоцитов (рис. 1). 

Интенсивность иммуногистохимиче-
ской реакции на выявление ММП-9 в миокар-
де крыс контрольной группы была стабиль-
ной с 1-х по 14-е сут, тогда как у крыс опытной 
группы увеличивалась на 14-е сут постнаталь-
ного периода (табл. 1). Интенсивность ММП-
9-позитивного окрашивания миокарда крыс 
опытной группы на 7-е сут постнатального 
периода была ниже, а на 14-е сут постнаталь-
ного периода – выше, чем у крыс контрольной 
группы. 

В миокарде левого желудочка крыс кон-
трольной и опытной групп на 1–14-е сут пост-
натального периода ТИМП-1-позитивное ци-
топлазматическое окрашивание было харак-
терно для эндотелиоцитов и гладких миоци-

тов кровеносных сосудов (рис. 2). На 1-е сут 
постнатального периода ТИМП-1-
позитивными были также кардиомиоциты. 
Прослеживался схожий паттерн окрашивания 
на ТИМП-1 в миокарде крыс контрольной и 
опытной групп: снижение интенсивности им-
муногистохимической реакции в ходе первых 
14 сут после рождения (табл. 1). Данный пока-
затель крыс опытной группы был ниже, чем у 
крыс контрольной группы на 7-е сут постна-
тального периода. 

Локализация ММП-9- и ТИМП-1-
позитивного окрашивания в миокарде преж-
девременно рожденных и доношенных жи-
вотных не отличалась. Выявлено характерное 
для миокарда ММП-9-позитивное окрашива-
ние цитоплазмы фибробластов, эндотелиоци-
тов кровеносных сосудов и кардиомиоцитов 
[3]. Обнаружение позитивного окрашивания 
на ТИМП-1 в цитоплазме кардиомиоцитов, 
гладких миоцитов и эндотелиоцитов крове-
носных сосудов миокарда также согласуется с 
данными других научных коллективов [29]. 
Известно, что ММП-9 и ТИМП-1 локализуют-
ся также в составе межклеточного вещества 
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Рис. 2. ТИМП-1-позитивное окрашивание в миокарде левого желудочка крыс контрольной (А) и опыт-
ной (B) групп, 7-е сут постнатального периода. Иммунопозитивны эндотелиоциты кровеносных сосу-
дов (стрелка) и кардиомиоциты (*). Иммуногистохимическое выявление ТИМП-1, докрашивание гема-
токсилином Джилла. Интенсивность реакции 2 балла (А), 1 балл (B). Ув. 400. 
Fig. 2. TIMP-1-positive staining in the left ventricle myocardium of rats of the control (A) and experimental (B) 
groups, day 7 of the postnatal period. Endotheliocytes of blood vessels (arrow), cardiomyocytes (*) are im-
munopositive. Immunohistochemical reaction to TIMP-1, Gill's hematoxylin. Staining intensity 2 point (A), 
1 points (B). Magnification ×400. 
 
соединительной ткани, однако, у крыс на  
1–14-е сут постнатального периода она зани-
мает сравнительно небольшой объем в мио-
карде. 

У рожденных преждевременно крыс в 
миокарде на 1-е сут постнатального периода 
не обнаружено статистически значимых раз-
личий интенсивности иммуногистохимиче-
ской реакции на выявление ММП-9 и ТИМП-1 
по сравнению с таковой у доношенных жи-
вотных, тогда как C.G. Schulz et al. обнаружи-
ли, что на 1-е сут постнатального периода 
концентрация ТИМП-1 в плазме крови глубо-
ко недоношенных детей была ниже, чем у до-
ношенных [27]. Данное противоречие можно 
объяснить тем, что миокард является не един-
ственным источником ТИМП-1 в плазме кро-
ви. В частности, изменение соотношения 
ММП-9 / ТИМП-1 у преждевременно рожден-
ных детей служит, в том числе, отражением 
такого осложнения недоношенности, как 
бронхолегочная дисплазия [34]. 

На 7-е сут постнатального периода в 
миокарде преждевременно рожденных крыс 
показано снижение интенсивности иммуноги-
стохимического окрашивания как на ММП-9, 
так и на ТИМП-1, что согласуется с данными 
Y. Yan et al. о том, что концентрация ММП-9 и 
ТИМП-1 в плазме крови новорожденных де-
тей, рожденных ранее 32 нед беременности, 
ниже, чем у рожденных на 32–37-й нед бере-
менности [34]. 

Известно, что ТИМП-1 ограничивает ак-
тивность матриксных металлопротеиназ (в 
том числе ММП-9) [7]. На 14-е сут постна-
тального периода интенсивность иммуноги-
стохимической реакции на ММП-9 в миокар-
де преждевременно рожденных крыс выше, 
чем у крыс, рожденных в срок. Повышение 
интенсивности иммуногистохимической ре-
акции на ММП-9 наблюдается на фоне 

ТИМП-1 низкой интенсивности. Таким обра-
зом, результаты иммуногистохимического 
исследования указывают на возможное уси-
ление эффектов ММП-9 в миокарде недоно-
шенных животных на 14-е сут постнатального 
периода. 

ММП-9 участвует в деградации компо-
нентов межклеточного вещества, таких как 
коллагены I–V, XIV, ламинин, фибронектин, 
эластин и др. [6]. Физиологическая роль 
ММП-9 в раннем постнатальном периоде в 
миокарде детально не исследована, предпола-
гается ее участие в разрушении межклеточно-
го вещества в ходе ангиогенеза, пролифера-
ции и гипертрофии кардиомиоцитов [6]. На-
блюдаемое у преждевременно рожденных 
крыс на 14-е сут постнатального периода по-
вышение интенсивности ММП 9-позитивного 
окрашивания миокарда, вероятно, не являет-
ся отражением нормальных морфогенетиче-
ских процессов, а свидетельствует о его ком-
пенсаторно-приспособительном ремоделиро-
вании в ответ на повышенные гемодинамиче-
ские нагрузки, вызванные структурной незре-
лостью сердечно-сосудистой, нервной и эн-
докринной систем. Известно, что у детей по-
вышение концентрации ММП-9 в сыворотке 
крови наблюдается при хронической сердеч-
ной недостаточности различного генеза (ди-
лятационной кардиомиопатии, врожденных и 
приобретенных пороках сердца) [11, 24]. Наи-
высшие концентрации ММП-9 в сыворотке 
крови продемонстрированы при наименее 
благоприятной клинической картине пора-
жения сердца [24]. 

У преждевременно рожденных живот-
ных в раннем постнатальном периоде удель-
ный объем коллагеновых волокон в стенке 
левого желудочка сердца выше, чем у доно-
шенных животных [17]. Разрушение компо-
нентов межклеточного вещества является 
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наиболее изученной функцией ММП-9. Тем 
не менее, известно и стимулирующее влияние 
ММП-9 на синтез коллагеновых волокон, не-
смотря на то, что механизм профибротическо-
го воздействия остается малоизученным [15, 
19]. Установлено стимулирующее влияние 
ММП-9 на синтетическую активность фиб-
робластов сердца крыс in vitro. При этом авто-
ры указывают на непосредственное воздейст-
вие на фибробласты каталитического домена 
ММП-9 [32]. Помимо того, ММП-9 способст-
вует высвобождению связанной (латентной) 
формы трансформирующего фактора роста β 
– индуктора дифференцировки фибробластов 
миокарда в миофибробласты [35]. Миофиб-
робласты являются активными продуцентами 
компонентов межклеточного вещества, спо-
собствуя развитию фиброза миокарда [25]. 

Не исключены и другие вероятные ме-
ханизмы участия ММП-9 в ремоделировании 
миокарда. Известно, что гибель кардиомио-
цитов, в том числе вызванная ишемическим 
повреждением, приводит к заместительному 
фиброзу. Существуют противоречивые дан-
ные об участии ММП-9 в регуляции роста со-
судов и гибели кардиомиоцитов непосредст-
венно или опосредованно через влияние на 
организацию межклеточного вещества. Так, в 
исследованиях in vivo и in vitro продемонст-
рировано, что подавление эффектов ММП-9 
приводит к повышению активности аутофа-
гии кардиомиоцитов и фибробластов миокар-
да [22]. В то же время, ММП-9 способствует 
развитию апоптоза и пироптоза кардиомио-
циов при остром гипергликемическом воз-
действии [33]. Согласно результатам Y. Liu et 
al., ММП-9 стимулирует пролиферацию и ми-
грацию эндотелиоцитов в ходе индуцирован-
ного гипоксией ангиогенеза [18], однако, из-
вестно и супрессорное влияние ММП-9 на ан-
гиогенез. В частности, тумстатин – матрик-
син, образующийся в результате работы 
ММП-9, подавляет ангиогенез [12]. 
 

Заключение 

 

Проведенное исследование показало, 
что у крыс преждевременное рождение при-
водит к изменению экспрессии ММП-9 и 
ТИМП-1 в миокарде левого желудочка, начи-
ная с 7-х сут постнатального периода. Изме-
нение в миокарде баланса ферментов ремоде-
лирования межклеточного вещества, заклю-
чающееся в увеличении интенсивности имму-
ногистохимической реакции на выявление 
ММП-9 на фоне низкой интенсивности 
ТИМП-1, наблюдается у недоношенных крыс 
на 14-е сут постнатального периода. Дисба-
ланс ММП-9 и ТИМП-1, вероятно, вносит 
вклад в ремоделирование миокарда левого 
желудочка преждевременно рожденных жи-
вотных. 
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