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Основные положения
У гиперлипидемических ApoE–/– мышей в возрасте 12 месяцев выявляются липидные и кальциевое поражение аортального клапана, 

локализованные во всех слоях его створок и затрагивающие не менее двух из трех створок клапана. Морфологически липидное пораже-
ние представлено множественными липидными каплями различного диаметра и их скопления, тогда как кальциевое поражение отража-
ет наличие гетерогенных микрокальцификатов. Полуколичественный анализ липидного и кальциевого поражения створок аортального 
клапана требует патоморфологического анализа криосрезов с использованием масляного красного (Oil Red O) и ализаринового красного 
(Alizarin Red S) в сочетании с флюоресцентной микроскопией и последующей бинаризацией изображений.
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Цель. Провести патоморфологическую и полуколичественную 
оценку липидного и кальциевого поражения створок аортального 
клапана у ApoE–/– мышей для обоснования возможности исполь-
зования данной животной модели в доклинических исследовани-
ях фармакологических вмешательств для профилактики кальцини-
рующего аортального стеноза. Материалы и методы. В исследо-
вание были включены 12-месячные самцы и самки ApoE–/– мышей  
(n = 20). После эвтаназии выделяли комплексы дуги аорты с фраг-
ментом левого желудочка, содержащим аортальный клапан. Для ма-
кроскопической оценки липидного и кальциевого поражения цель-
ные биоптаты и серийные криосрезы створок аортального клапана 
окрашивали 1% раствором масляного красного (Oil Red O), 2% рас-
твором ализаринового красного (Alizarin Red S) и гематоксилином 
и эозином. Визуализацию проводили методом световой и флюорес-
центной микроскопии. Полуколичественный анализ площади ли-
пидного и кальциевого поражения выполняли в программе ImageJ. 
Результаты. Окрашивание цельных биоптатов не позволило выя-
вить липидное и кальциевое поражение створок аортального кла-
пана. При патоморфологическом анализе криосрезов в створках 
аортального клапана были обнаружены множественные липидные 

капли различного диаметра и их скопления, а также гетерогенные 
микрокальцификаты, локализованные во всех слоях створок. По-
луколичественный анализ выявил более высокую распространен-
ность липидного поражения створок аортального клапана у самцов 
ApoE–/– мышей по сравнению с самками (p = 0,002), однако выра-
женность кальциевого поражения створок между самцами и сам-
ками статистически значимо не различалась (p = 0,91). Заключе-
ние. У ApoE–/– мышей в возрасте 12 месяцев формируется липидное 
и кальциевое поражение створок аортального клапана, морфологи-
чески сходное с таковым на начальных стадиях кальцинирующего 
аортального стеноза у человека и детектируемое с использованием 
липофильных и кальций-специфических красителей в сочетании  
с флюоресцентной микроскопией. Полученные результаты под-
тверждают возможность использования ApoE–/– мышей в качестве 
экспериментальной модели для изучения кальцификации аорталь-
ного клапана и проведения доклинических исследований эффектив-
ности соответствующих фармакологических вмешательств.

Ключевые слова: кальцинирующий аортальный стеноз, каль-
цификация аортального клапана, ApoE–/– мыши, доклинические ис-
пытания, микрокальцификация, липидное поражение
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Сокращения
КАС – кальцинирующий аортальный стеноз, 
АК – аортальный клапан, 

4′,6-диамидино-2-фенилиндол – DAPI,  
МКИ – межквартильный интервал
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Abstract
Aim. To perform a pathomorphological and semi-quantitative 

assessment of lipid and calcific lesions of aortic valve leaflets in 
12-month-old male and female ApoE–/– mice in order to substantiate 
the feasibility of using this model in preclinical studies of preventive 
therapy for calcific aortic stenosis. Materials and Methods. The 
study included 12-month-old male and female ApoE–/– mice (n = 
20). After euthanasia, complexes of the aortic arch with a fragment 
of the left ventricle containing the aortic valve and the descending 
aorta were isolated. For macroscopic evaluation of lipid and calcific 
lesions, whole-mount specimens were stained with 1% Oil Red O and 
2% Alizarin Red. For detailed analysis, serial cryosections of aortic 
valve leaflets were prepared and stained with Oil Red O, Alizarin 
Red, and hematoxylin and eosin. Visualization was performed using 
light and fluorescence microscopy. Semi-quantitative analysis of 
the area of lipid and calcific lesions was carried out using ImageJ 
software. Results. Macroscopic evaluation did not reveal lipid or 
calcific lesions in aortic valve leaflets. However, pathomorphological 

analysis of cryosections demonstrated multiple lipid inclusions 
of various sizes, sometimes forming extended clusters, as well 
as heterogeneous microcalcifications located in both superficial 
and deeper layers of the valve leaflets. Semi-quantitative analysis 
showed significantly more pronounced lipid lesions in male ApoE–/– 
mice compared with females (p = 0.002), whereas calcification 
demonstrated comparable values between the groups with a 
tendency toward higher levels in females. Conclusion. In 12-month-
old ApoE–/– mice, lipid and calcific lesions develop in aortic valve 
leaflets and morphologically resemble early changes described in 
the initial stages of calcific aortic stenosis in humans. Detection of 
these lesions requires pathomorphological analysis of cryosections 
using lipophilic and calcium-specific dyes in combination with 
fluorescence microscopy. The obtained results support the use of 
ApoE–/– mice as an experimental model for studying early stages of 
aortic valve calcification and for conducting preclinical studies of 
preventive interventions.

Keywords: calcific aortic stenosis, aortic valve calcification, 
ApoE–/– mice, preclinical studies, microcalcification, lipid lesions

ORIGINAL RESEARCH 
PATHOPHYSIOLOGY

HIGHLIGHTS
In hyperlipidemic ApoE–/– mice aged 12 months, lipid and calcific lesions of the aortic valve leaflets are detected, 

localized both in the superficial and deeper layers of the leaflets and involving at least two of the three valve leaflets regardless 
of the sex of the animals. Lipid lesions are represented by multiple lipid droplets of various diameters, sometimes forming 
extended clusters, whereas calcific lesions are characterized by the presence of heterogeneous microcalcifications. Semi-
quantitative analysis revealed more pronounced lipid lesions in male ApoE–/– mice, whereas leaflet calcification showed 
a tendency toward higher values in females. Detection of lipid and calcific lesions of the aortic valve leaflets requires 
pathomorphological analysis of cryosections using Oil Red O and Alizarin Red staining in combination with fluorescence 
microscopy.
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Введение
Кальцинирующий аортальный стеноз (КАС) 

является одним из наиболее распространен-
ных приобретенных пороков клапанов серд-
ца и ассоциирован с высоким риском неблаго-
приятных сердечно-сосудистых событий [1, 2].  
Во всем мире от КАС страдают от 9 до 13 мил-
лионов человек, а ежегодная смертность, свя-
занная с данным заболеванием, составляет от 
103 до 127 тысяч случаев [1]. Распространен-
ность КАС резко возрастает с возрастом и до-
стигает приблизительно 3,5 % среди лиц стар-
ше 75 лет, при этом значительная часть пациен-
тов имеет клинически выраженные симптомы 
заболевания, существенно ухудшающие каче-
ство жизни [2]. С учетом старения населения, об-
условленного текущей тенденцией к увеличению 
продолжительности жизни, ожидается дальней-
ший рост распространенности КАС: за послед-
ние десятилетия частота этого заболевания уве-
личилась в несколько раз, с прогнозами к сохра-
нению темпов роста данного показателя [3].

В основе формирования КАС лежат тради-
ционные факторы сердечно-сосудистого риска, 
включая дислипидемию, сахарный диабет, ме-
таболический синдром и хроническую болезнь 
почек [4, 5]. На ранних стадиях заболевания  
в створках аортального клапана (АК) проис-
ходит накопление липидов, сопровождающе-
еся воспалительной инфильтрацией и актива-
цией интерстициальных клеток клапана [4–7]. 
В дальнейшем развиваются фибротическое ре-
моделирование и кальцификация створок АК, 
приводящие к их утолщению, повышению 
жесткости и снижению подвижности [4–7]. В 
результате створки не способны полностью 
раскрываться в систолу, что уменьшает пло-
щадь клапанного отверстия и создает механи-
ческое препятствие изгнанию крови из левого 
желудочка в аорту. Возникающее при этом по-
вышение сопротивления изгнанию крови со-
провождается формированием градиента дав-
ления между левым желудочком и аортой и 
хронической перегрузкой миокарда. В ответ на 
это развивается концентрическая гипертрофия 
левого желудочка, которая со временем при-
водит к нарушению диастолической функции, 
ухудшению коронарной перфузии и развитию 
сердечной недостаточности [4]. На сегодняш-
ний день единственным эффективным методом 
лечения КАС является хирургическая или тран-
скатетерная замена АК [8]. Несмотря на значи-
тельный прогресс в лечении КАС, эффективной 

фармакотерапии, способной предотвратить раз-
витие заболевания, в настоящее время не суще-
ствует [8]. Поэтому разработка новых терапев-
тических подходов, направленных на профилак-
тику липидно-кальциевого поражения АК и на 
замедление прогрессирования КАС, остается ак-
туальной задачей современной кардиологии.

Разработка таких терапевтических подходов 
требует проведения доклинических исследова-
ний, позволяющих изучить механизмы пора-
жения АК и оценить эффективность соответ-
ствующих фармакологических вмешательств. 
В связи с этим особое значение имеет поиск 
подходящей экспериментальной модели, спо-
собной воспроизводить ключевые патогенети-
ческие механизмы развития КАС, включая ли-
пидную инфильтрацию, воспаление и кальци-
фикацию створок АК [9]. Одной из широко ис-
пользуемых экспериментальных моделей для 
изучения заболеваний, связанных с нарушени-
ем липидного обмена, являются мыши с но-
каутом гена аполипопротеина Е (ApoE–/–) [10].  
У таких животных с рождения развивается вы-
раженная гиперлипидемия, приводящая к спон-
танному формированию атеросклеротических 
поражений сосудистой стенки, что делает дан-
ную модель широко применяемой в исследо-
ваниях патогенеза атеросклероза [10]. В то же 
время данные о липидном и кальциевом пора-
жении створок АК у ApoE–/– мышей остаются 
ограниченными. Целью настоящего исследо-
вания стала оценка липидного и кальциевого 
поражения створок АК у 12-месячных самцов  
и самок ApoE–/– мышей для обоснования воз-
можности использования данной модели в до-
клинических исследованиях фармакологиче-
ских вмешательств, направленных на профи-
лактику развития КАС.

Материалы и методы
Исследование было выполнено в соответ-

ствии с принципами Европейской конвенции  
о защите позвоночных животных, использу-
емых для экспериментов или в иных научных 
целях (Страсбург, 1986). Протокол исследова-
ния и получение биоматериала от лаборатор-
ных животных были одобрены Локальным эти-
ческим комитетом НИИ КПССЗ (протокол засе-
даний №5 от 10.04.2023). В эксперимент были 
включены 10 самцов и 10 самок ApoE–/– мышей 
в возрасте 12 месяцев. Выведение животных 
из эксперимента выполняли путем помещения  
в камеру с углекислым газом. Забор биоматери-
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ала осуществляли путем лапаротомии с после-
дующим вскрытием грудной клетки и извлече-
нием сердца, после чего хирургически отделя-
ли комплекс дуги аорты с фрагментом левого 
желудочка, содержащим АК.

Для макроскопической оценки липидного  
и кальциевого поражения комплексы дуги аор-
ты с фрагментом левого желудочка, содержа-
щим АК, окрашивали 1% раствором масляно-
го красного (Oil Red O) и 2% раствором али-
заринового красного (Alizarin Red S). Цельные 
образцы обезвоживали в 85 % изопропиловом 
спирте в течение 5 минут и затем инкубирова-
ли в растворе масляного красного (23576, Sisco 
Research Laboratories) в течение 3 часов в тем-
ноте. После окрашивания образцы промывали 
в 85% изопропиловом спирте и фосфатно-со-
левом буфере и анализировали с использова-
нием стереомикроскопа (SZ2-ILST, Olympus). 
Далее образцы инкубировали в 2% раство-
ре ализаринового красного (010043ЛР, Ленре-
актив) в течение 70 секунд, промывали в трех 
сменах фосфатно-солевого буфера и повторно 
анализировали с использованием того же сте-
реомикроскопа. После макроскопического ана-
лиза комплексы тканей замораживали в метал-
лических формах с криогелем Tissue-Tek (4583, 
Electron Microscopy Sciences) путем погруже-
ния в жидкий азот (–195°C). Серийные крио- 
срезы толщиной 7 мкм (по 4 стекла в серии) 
получали на криотоме CryoStar NX50 (Thermo 
Scientific). До проведения окрашивания стекла 
хранили в пластиковых контейнерах при –80°C.

Для микроскопического анализа липидного 
поражения криосрезы окрашивали 1 % масля-
ным красным. Незафиксированные срезы дово-
дили до комнатной температуры и фиксировали 
в 4 % параформальдегиде в течение 10 минут. 
После фиксации срезы промывали в трех сме-
нах фосфатно-солевого буфера по 5 минут, ин-
кубировали в 60 % изопропиловом спирте в те-
чение 5 минут, затем инкубировали в растворе 
масляного красного в течение 15 минут. После 
окрашивания срезы промывали в трех сменах 
60 % изопропилового спирта и контрастиро-
вали гематоксилином Майера (C0303, Diapath) 
в течение 10 минут с последующим подсине-
нием проточной водой в течение 5 минут. По-
сле заключительной промывки в бидистилли-
рованной воде срезы заключали в монтирую-
щую среду на водной основе (ab64230, Abcam). 
Для анализа кальциевого поражения криосре-
зы окрашивали 2 % раствором ализариново-

го красного с последующим контрастирова-
нием 4′,6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI, 
D9564, Sigma-Aldrich). Перед окрашиванием 
незафиксированные криосрезы доводили до 
комнатной температуры и фиксировали в 95 %  
этаноле в течение 30 минут с последующей 
промывкой в трех сменах бидистиллированной 
воды по 10 секунд. Затем срезы инкубировали 
в растворе ализаринового красного в течение  
70 секунд. После окрашивания срезы промыва-
ли в трех сменах бидистиллированной воды по 
10 секунд и инкубировали в растворе DAPI в те-
чение 30 минут в темноте. После заключитель-
ной промывки в бидистиллированной воде сре-
зы заключали в монтирующую среду на водной 
основе. Для оценки общего морфологического 
состояния створок АК криосрезы после фикса-
ции в 4% параформальдегиде и отмывки в про-
точной воде в течение 15 минут окрашивали ге-
матоксилином (HK-G0-BL01, ЭргоПродакшн) 
и эозином (HK-EK-A250, ЭргоПродакшн)  
по оригинальному протоколу [11].

Визуализацию результатов проводили на ми-
кроскопе (AxioImager.A1, Carl Zeiss) с исполь-
зованием светофильтров Fs09 – LP515 и Fs15 
– LP590 для визуализации липидного и кальци-
евого поражения, а также Fs05 – LP470 для де-
текции DAPI и объективов EC-Plan-NEOFLU-
AR 10x/0.3 Ph1 (Carl Zeiss) и EC-Plan-NEO-
FLUAR 20x/0.5 Ph2 (Carl Zeiss). В качестве 
отрицательного контроля для подтверждения 
специфичности флюоресцентного свечения 
ализаринового красного и масляного красно-
го выступили срезы, окрашенные гематокси-
лином и эозином. Полуколичественный анализ 
площади липидного и кальциевого поражения 
был выполнен в программе ImageJ (National In-
stitutes of Health) посредством бинаризации со-
ответствующих флюоресцентных изображений 
(n = 10 для группы самцов и n = 10 для груп-
пы самок, по одному репрезентативному изо-
бражению для каждой мыши), полученных  
с использованием светофильтра Fs09 – LP515, 
поскольку он позволяет детектировать харак-
терное для окрашивания липидов масляным 
красным и окрашивания кальциевого пораже-
ния ализариновым красным флюоресцентное 
свечение с высокой чувствительностью и наи-
большей среди других светофильтров специ-
фичностью.

Статистический анализ был выполнен в про-
грамме GraphPad Prism 8 (GraphPad Software). 
Данные были представлены в виде медианы, 

PATHOPHYSIOLOGY
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межквартильного интервала, минимального 
и максимального значений. Сравнения между 
группами (самцами и самками) были проведе-
ны при помощи U-критерия Манна-Уитни. Зна-
чения вероятности отвергнуть верную нулевую 
гипотезу p менее 0,05 признавались статисти-
чески значимыми.

Результаты 
С целью выявления липидного и кальцие-

вого поражения АК у самцов и самок ApoE–/– 
мышей было проведено окрашивание цельных 

препаратов дуги аорты с прилежащей частью 
левого желудочка, содержащей АК, а также 
цельных препаратов нисходящего отдела аорты 
масляным красным и ализариновым красным. 
При применении данной методики липидные 
включения окрашиваются в светло-красный 
цвет, а кальциевые – в темно-красный. Макро-
скопический анализ створок АК не выявил на 
них ни светло-красного окрашивания (рисунок 
1А), ни темно-красного окрашивания (рисунок 
1Б), характерных для липидного и кальциевого 
поражения, выявляемых в аорте (рисунок 1В).

ПАТОЛОГИЧЕСКАЯ ФИЗИОЛОГИЯ

Рисунок 1. 
Репрезентативные 
изображения тоталь-
ных биоптатов ApoE–/– 
мышей, демонстриру-
ющие ограниченные 
возможности макро-
скопической оценки 
аортального клапана: 
А – низкая инфор-
мативность макро-
скопической оценки 
аортального клапана 
при кальциевом по-
ражении; Б – низкая 
информативность 
макроскопической 
оценки аортального 
клапана при липид-
ном поражении;  
В – чувствительная  
и специфичная визу-
ализация липидного 
и кальциевого пора-
жения аорты.

Figure 1. 
Representative 
images of whole-
mount specimens 
from ApoE–/– mice 
demonstrating 
the limited utility 
of macroscopic 
assessment of the 
aortic valve: A – low 
informativeness 
of macroscopic 
evaluation of the 
aortic valve in calcific 
lesions; B – low 
informativeness 
of macroscopic 
evaluation of the 
aortic valve in lipid 
lesions; C – clear 
visualization of lipid 
and calcific lesions in 
the aorta.

Далее было проведено окрашивание серий-
ных срезов, содержащих АК, масляным красным 
и ализариновым красным с целью выявления от-
дельных липидных капель, их скоплений (жиро-
вых пятен и жировых полос) и кальцификатов. 
Специфичность окрашивания подтверждалась 
характерным красным окрашиванием липидных 
капель и отложений гидроксиапатита при свето-
вой микроскопии (рисунок 2) и их характерным 
свечением в красном флюоресцентном канале 
при использовании соответствующих светофиль-
тров (рисунок 3). В серийных срезах, окрашен-
ных гематоксилином и эозином без использова-

ния масляного красного или ализаринового крас-
ного, данный паттерн окрашивания не наблюдал-
ся (рисунок 4). Хотя результаты окрашивания 
масляным красным и ализариновым красным 
можно оценивать при помощи световой микро-
скопии, флюоресцентная микроскопия позволяла 
обнаружить мелкие липидные капли и кальцифи-
каты, неразличимые при световой микроскопии 
(рисунок 3). Поэтому в дальнейшем полуколиче-
ственный анализ площади липидного и кальцие-
вого поражения выполняли по флюоресцентным 
изображениям, полученным с использованием 
светофильтра Fs09 – LP515.
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Рисунок 2. 
Липидное и кальцие-
вое поражение ство-
рок аортального кла-
пана ApoE–/– мышей, 
окрашенных 1 % 
масляным красным, 
а также 2 % ализари-
новым красным. Уве-
личение ×100 сверху, 
×200 снизу.

Figure 2. 
Lipid and calcific 
lesions of aortic 
valve leaflets in 
ApoE–/– mice stained 
with 1 % Oil Red 
O and 2 % Alizarin 
Red. Magnification: 
×100 (top) and ×200 
(bottom).

Рисунок 3. 
Липидное и каль-
циевое поражение 
створок аортального 
клапана ApoE–/– мы-
шей, выявленное ме-
тодом флюоресцент-
ной микроскопии. 
Увеличение: ×100 
слева, ×200 справа; 
фильтры: Fs09 – 
LP515 и Fs15 – LP590 
для визуализации 
липидного и каль-
циевого поражения, 
а также Fs05 – LP470 
для детекции DAPI.

Figure 3. 
Lipid and calcific 
lesions of aortic 
valve leaflets in 
ApoE–/– mice detected 
by fluorescence 
microscopy. 
Magnification: ×100 
(left) and ×200 (right); 
filters: Fs09 – LP515 
and Fs15 – LP590 for 
visualization of lipid 
and calcific lesions, 
and Fs05 – LP470 for 
DAPI detection. При световой микроскопии створок АК, окра-

шенных масляным красным, липидное пораже-
ние выявлялось в виде очерченных включений 
различного калибра, неравномерно распреде-
ленных по толщине створок (рисунок 5). В от-
дельных участках отмечалось слияние капель, 

приводящее к формированию протяженных ли-
пидных скоплений, морфологически напомина-
ющих жировые полосы на внутренней поверх-
ности сосуда при ранних стадиях атерогенеза 
(рисунок 5). Флюоресцентная микроскопия тех 
же срезов позволила визуализировать значитель-
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но большее число липидных включений, вклю-
чая мелкие липидные капли, неразличимые при 
световой микроскопии (рисунок 5). При исполь-
зовании светофильтра Fs09–LP515 липиды де-

монстрировали яркое красное свечение, отчет-
ливо контрастирующее с окружающими тканя-
ми и позволяющее более точно оценить их рас-
пределение по площади створок (рисунок 5).

ПАТОЛОГИЧЕСКАЯ ФИЗИОЛОГИЯ

Рисунок 5. 
Створки аортального клапана ApoE–/– мышей, окрашенные масляным 
красным с дополнительным контрастированием гематоксилином Майе-
ра: верхний ряд – световая микроскопия, на которой видны очерченные 
липидные включения различного калибра и скопления липидов; нижний 
ряд – флюоресцентная микроскопия (светофильтр Fs09 – LP515), на ко-
торой липиды визуализируются в виде ярко-красного сигнала. Увеличе-
ние: ×200.

Figure 5. 
Aortic valve leaflets of ApoE–/– mice stained with Oil Red O with additional 
counterstaining with Mayer’s hematoxylin. The upper row shows light 
microscopy images demonstrating lipid inclusions appearing as well-
defined round structures of various sizes, sometimes forming elongated 
clusters. The lower row shows fluorescence microscopy images (Fs09 – 
LP515 filter), where lipids are visualized as a bright red signal. Magnification: 
×200.

Рисунок 4. 
Репрезентативные изображения серийных срезов створки аортального 
клапана ApoE–/– мышей, окрашенных гематоксилином и эозином, демон-
стрирующие отсутствие специфического флюоресцентного сигнала от 
липидов и кальция при использовании светофильтров Fs09 – LP515, Fs15 
– LP590 и Fs05 – LP470. Увеличение: ×100 сверху, ×200 снизу.

Figure 4. 
Representative images of serial sections of aortic valve leaflets from ApoE–/– 
mice stained with hematoxylin and eosin, demonstrating the absence of 
specific fluorescent signals from lipids and calcium when using the Fs09 – 
LP515, Fs15 – LP590, and Fs05 – LP470 filters. Magnification: ×100 (top), ×200 
(bottom).
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При флюоресцентной микроскопии створок 
АК ApoE–/– мышей выраженные липидное пора-
жение выявлялись как у самцов, так и у самок 
(рисунок 6). У самцов липидные включения ло-
кализовались вдоль свободного края и по тол-
щине створок, формируя множественные очаги 
разной протяженности (рисунок 6). У самок на-
блюдалась аналогичная картина распределения 
липидов, однако у отдельных животных отмеча-

лись протяженные участки липидного пораже-
ния, занимающие значительную площадь ство-
рок (рисунок 6). Несмотря на общие морфоло-
гические паттерны окрашивания, характерные 
для обеих групп, как у самцов, так и у самок, 
сохранялась выраженная индивидуальная вари-
абельность, проявляющаяся в неоднородности 
плотности и распределения липидного пораже-
ния по площади створок АК (рисунок 6).

Рисунок 6. 
Створки аортального клапана ApoE–/– мышей, окрашенных масляным 
красным (светофильтр Fs09–LP515). На изображениях визуализируется 
липидное поражение. Верхний ряд – створки аортального клапана сам-
цов; нижний ряд – створки аортального клапана самок. Увеличение: ×200.

Figure 6. 
Aortic valve leaflets of ApoE–/– mice stained with Oil Red O (Fs09–LP515 
filter). Lipid lesions are visualized in the images. The upper row shows 
aortic valve leaflets from males; the lower row shows aortic valve leaflets 
from females. Magnification: ×200.

Полуколичественный анализ липидно-
го поражения створок АК показал, что у сам-
цов ApoE–/– мышей процент площади, положи-
тельно окрашенной масляным красным, был 
статистически значимо выше по сравнению с 
самками (p = 0,002; рисунок 7). Медиана пло-
щади липидного поражения у самцов состав-
ляла 15,58% площади створок АК (МКИ: 12,27–
21,44%), тогда как у самок – 8,95% (МКИ: 7,52–
10,02%). Кроме того, интенсивность окрашива-
ния створок масляным красным была значимо 
выше у самцов (p = 0,002; рисунок 7) и со-
ставляла 69,22 (МКИ: 64,61–78,41), в сравне-
нии с самками, где она была равна 47,17 (МКИ: 
21,47–57,43).

При окрашивании створок АК ализарино-
вым красным кальциевые включения выяв-
лялись как плотные структуры неправильной 
формы различного диаметра, локализованные 

во всех слоях створок (рисунок 8). В ряде слу-
чаев вокруг крупного кальцификата отмечались 
множественные мелкие очаги минерализации 
(рисунок 8). Флюоресцентная микроскопия тех 
же срезов позволяла выявлять как отдельные 
крупные кальцификаты, так и дисперсные ми-
неральные включения, не выявляемые при све-
товой микроскопии (рисунок 8). Данные вклю-
чения визуализировались в виде пылевидных 
ярко-оранжевых структур, что позволяло вклю-
чить их в полуколичественный анализ наряду  
с более крупными кальцификатами (рисунок 8).

Флюоресцентная микроскопия створок АК 
выявила наличие кальцификации как у сам-
цов, так и у самок ApoE–/– мышей (рисунок 9).  
Во всех исследованных клапанах кальцифи-
кация присутствовала системно, затрагивая 
по крайней мере, две из трех створок, однако 
характер ее распределения внутри поражен-

PATHOPHYSIOLOGY
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Рисунок 8. 
Кальцификаты в створках аортального клапана ApoE–/– мышей, окрашен-
ные 2 % ализариновым красным. Верхний ряд – световая микроскопия, 
демонстрирующая кальциевые включения различного диаметра, распо-
ложенные как в поверхностных слоях створок, так и в их глубине. Ниж-
ний ряд – флюоресцентная микроскопия (светофильтр Fs09–LP515),  
на которой визуализируются как крупные кальцификаты, так и дисперс-
ные минеральные включения. Увеличение: ×200..

Figure 8. 
Calcifications in the aortic valve leaflets of ApoE–/– mice stained with 2% 
Alizarin Red. The upper row shows light microscopy images demonstrating 
calcium deposits of different diameters located both in the superficial layers 
of the leaflets and in their deeper regions. The lower row shows fluorescence 
microscopy images (Fs09–LP515 filter), where both large calcifications and 
dispersed mineral deposits are visualized. Magnification: ×200.

Рисунок 7. 
Полуколичественный 
анализ липидного 
поражения створок 
аортального клапана 
у самцов и самок. 
Критерий Манна-Уит-
ни, столбчатый гра-
фик, высота столбцов 
отражает медиану, 
верхние интерваль-
ные линии показыва-
ют межквартильный 
интервал. Значения 
p представлены над 
соответствующими 
сравнениями.

Figure 7. 
Semi-quantitative 
analysis of lipid 
lesions in the aortic 
valve leaflets in 
males and females. 
Mann–Whitney test; 
bar chart, bar height 
represents the 
median, and upper 
error bars indicate 
the interquartile 
range. p values 
are shown above 
the corresponding 
comparisons.

ных створок оставался неоднородным: в одних 
створках визуализировались компактные оча-
ги минеральных отложений, тогда как в других 
наблюдалось дисперсное расположение мине-

ральных включений (рисунок 9). Кроме того, 
интенсивность ярко-оранжевого свечения ми-
неральных структур варьировала как между 
животными, так и между створками одного кла-

ПАТОЛОГИЧЕСКАЯ ФИЗИОЛОГИЯ
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Рисунок 9. 
Створки аортального клапана ApoE–/– мышей, окрашенные 2 % раствором 
ализаринового красного с использованием светофильтра Fs09–LP515. 
Верхний ряд – створки аортального клапана самцов; нижний ряд – створ-
ки аортального клапана самок. Увеличение: ×200.

Figure 9. 
Aortic valve leaflets of ApoE–/– mice stained with 2% Alizarin Red using the 
Fs09–LP515 filter. The upper row shows aortic valve leaflets from males; the 
lower row shows aortic valve leaflets from females. Magnification: ×200.

пана, отражая различную степень кальцифика-
ции (рисунок 9).

Полуколичественная оценка кальцификации 
створок АК выявила сопоставимые медианные 
показатели у самцов и самок ApoE–/– мышей (ри-
сунок 10). У самцов кальцификация занимала 
4,87 % площади створок (МКИ: 3,27–9,19 %), 
тогда как у самок – 5,76 % (МКИ: 2,96–9,26 %).  
Несмотря на отсутствие статистически значи-
мых различий (p = 0,91), у самок отмечалась 
выраженная межиндивидуальная вариабель-
ность: в 6 случаях из 10 площадь кальцифика-
ции превышала значения, зафиксированные у 9 
из 10 самцов. Эта тенденция согласуется с ви-
зуальными наблюдениями, свидетельствующи-
ми о более выраженном кальциевом поражении 
створок АК у части самок. Хотя интенсивность 
флюоресцентного сигнала также не различа-
лась статистически между группами (p = 0,10), 
более высокие значения наблюдали у самцов 
(рисунок 10).

Полученные результаты демонстрируют, что у 
ApoE–/– мышей к 12-месячному возрасту форми-
руются липидные и кальциевое поражение ство-
рок АК. При этом липидное поражение створок 
было более выражено у самцов, тогда как каль-
цификация демонстрировала тенденцию к более 
высоким значениям у самок. В ходе исследования 
выявлено диффузное липидное поражение и мно-

гочисленные гетерогенные отложения кальция, 
локализованные во всех слоях как минимум двух 
из трех створок АК у всех включенных в экспери-
мент животных независимо от их пола. Эти дан-
ные подтверждают пригодность как самцов, так 
и самок ApoE–/– мышей для моделирования каль-
цификации АК и проведения доклинических ис-
следований фармакологических вмешательств, 
направленных на предотвращение прогрессиро-
вания данного процесса. Полученные различия 
между самцами и самками ApoE–/– мышей согла-
суются с литературными данными, указывающи-
ми на характерную для этой линии гендерную ва-
риабельность интенсивности атерогенеза, как на 
стандартной, так и на атерогенной диете.

Обсуждение 
В данном исследовании была проведена па-

томорфологическая и полуколичественная 
оценка липидного и кальциевого поражения 
створок АК у 12-месячных гиперлипидемиче-
ских ApoE–/– мышей. Липидное поражение вы-
являлось в виде очерченных, интенсивно окра-
шенных в красный цвет включений различного 
калибра, неоднородно распределенных по тол-
щине створок, с участками их слияния и фор-
мированием более протяженных липидных ско-
плений. Наряду с этим в створках АК определя-
лись множественные очаги кальциевого пора-

PATHOPHYSIOLOGY
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Рисунок 10. 
Полуколичествен-
ный анализ каль-
циевого поражения 
створок аортального 
клапана у самцов 
и самок. Критерий 
Манна-Уитни, столб-
чатый график, высо-
та столбцов отража-
ет медиану, верхние 
интервальные 
линии показывают 
межквартильный 
интервал. Значения 
p представлены над 
соответствующими 
сравнениями.

Figure 10. 
Semi-quantitative 
analysis of calcific 
lesions in aortic 
valve leaflets in 
male and female 
mice. Mann–Whitney 
test; bar chart, bar 
height represents the 
median, and upper 
error bars indicate 
the interquartile 
range. p values 
are shown above 
the corresponding 
comparisons.

жения, локализованные во всех слоях створок. 
Выявленный морфологический паттерн пора-
жения АК во многом схож с патоморфологиче-
скими изменениями, описанными у человека 
при начальных стадиях КАС, для которых так-
же характерно сочетание отложения липидов и 
очагов кальцификации в створках АК [4–7].

Следует отметить, что при использовании 
ApoE–/– мышей в качестве экспериментальной 
модели поражения АК необходимо учитывать 
ряд методических и биологических особенно-
стей. Несмотря на то, что пол не рассматри-
вается в качестве выраженного фактора риска 
развития КАС [1–3], современные требования 
к проведению доклинических исследований 
лекарственных средств и биоактивных веществ 
предусматривают использование лабораторных 
животных обоих полов для выявления возмож-
ных гендерных различий в эффектах исследуе-
мых вмешательств [13]. Кроме того, различия 
в динамике развития атеросклеротического по-
ражения аорты у самцов и самок ApoE–/– мышей 
могут оказывать влияние на возраст живот-
ных, включаемых в исследование [12]. С точ-
ки зрения изучения поражения АК представля-
ется целесообразным анализировать динамику 
липидного и кальциевого поражения клапана  
у ApoE–/– мышей различного пола в различные 
возрастные периоды, однако проведение иссле-
дования в подобном формате требует значи-
тельного времени для получения необходимого 
количества животных. В связи с этим в рамках 

настоящего исследования для апробации ме-
тодики анализ был ограничен использованием 
12-месячных самцов и самок ApoE–/– мышей.

К важным методическим аспектам приме-
нения данной модели относятся несколько об-
стоятельств. Во-первых, у 12-месячных самок 
ApoE–/– мышей липидное и кальциевое пораже-
ние АК, как правило, выражено более значи-
тельно, по сравнению с самцами, что необхо-
димо учитывать при использовании данной мо-
дели в экспериментальных исследованиях [13]. 
Во-вторых, для корректной оценки липидного 
и кальциевого поражения АК требуется прове-
дение патоморфологического анализа криосре-
зов. Поскольку использование стандартной па-
рафиновой проводки не позволяет надежно вы-
являть липидные отложения, в процессе деги-
дратации и обработки тканей органическими 
растворителями липиды экстрагируются, что 
делает невозможной объективную оценку ли-
пидной нагрузки в створках АК. В связи с этим 
необходима быстрая заморозка выделенных 
комплексов дуги аорты с фрагментом левого 
желудочка, содержащим АК, с последующим 
приготовлением серийных криосрезов и их 
окрашиванием масляным красным или другим 
липофильным красителем для выявления ли-
пидного поражения и ализариновым красным 
для оценки кальциевого поражения. В-третьих, 
макроскопическая оценка окрашенных ком-
плексов дуги аорты с фрагментом левого же-
лудочка, содержащим АК, с последующей ма-
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кросъемкой является недостаточной, поскольку 
не позволяет выявлять липидные и кальциевые 
отложения вследствие ограниченного объема 
поражения створок АК. В-четвертых, для по-
вышения специфичности и чувствительности 
выявления липидных капель и кальциевых от-
ложений существенное значение имеет приме-
нение флюоресцентной микроскопии с исполь-
зованием соответствующих светофильтров.

Принципиальной особенностью использо-
вания ApoE–/– мышей в возрасте 12–24 меся-
цев в качестве экспериментальной модели яв-
ляется отсутствие у них сформированного КАС 
при наличии выраженного липидного пораже-
ния и множественных очагов кальциевого по-
ражения створок АК, затрагивающих от двух 
до трех створок. В связи с этим данная модель 
представляется перспективной для проведения 
доклинических исследований, направленных 
на профилактику кальцификации АК, однако 

ее применение для испытаний терапевтических 
вмешательств, направленных на лечение сфор-
мированного КАС, представляется ограничен-
ным.

Заключение 
Проведенное исследование показало, что  

у гиперлипидемических ApoE–/– мышей в воз-
расте 12 месяцев формируются выраженное 
липидное поражение и множественные гете-
рогенные микрокальцификаты створок АК, ло-
кализованные во всех слоях как минимум двух 
из трех створок. Указанные изменения выявля-
лись у всех включенных в исследование живот-
ных независимо от пола. Полученные данные 
свидетельствуют о пригодности самцов и самок 
ApoE–/– мышей в качестве экспериментальной 
модели для проведения доклинических иссле-
дований, направленных на профилактику каль-
цификации АК и прогрессирования КАС.
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