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ЭКСПРЕССИЯ BECLIN-1 И CASPASE 3 
В ПОСТТРАВМАТИЧЕСКОМ ПЕРИОДЕ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО УШИБА СЕРДЦА  
У КРЫС С РАЗЛИЧНОЙ СТРЕССОУСТОЙЧИВОСТЬЮ

Резюме
Цель. Оценка активности аутофагии и апо- 

птоза в миокарде крыс с различной стрессо- 
устойчивостью после моделирования ушиба 
сердца.

Материалы и методы. Исследование прово-
дили на 106 белых беспородных крысах-самцах 
массой 250–300 г. Крыс ранжировали по стрес-
соустойчивости, среднеустойчивых особей (n = 
42) исключили из эксперимента. Из оставших-
ся животных сформировали контрольную (n = 
16) и опытную (n = 48) группы, в контрольную 
вошли подгруппы с высокой и низкой стрессо-
устойчивостью, в опытную включили шесть 
подгрупп в соответствии с тремя исследова-
тельскими точками посттравматического пери-
ода: с высокой и низкой стрессоустойчивостью 
и длительностью эксперимента 6, 12 и 24 часа. 
Таким образом сформировали восемь подгрупп 
по 8 животных в каждой. В опытной группе мо-
делировали ушиб сердца. Через 6, 12 и 24 ча-
са соответственно сердца крыс извлекали, да-
лее из зон, подверженных наибольшему трав-
матическому воздействию (межжелудочковой 
перегородки, передних стенок левого и право-
го желудочков), иссекали фрагменты миокарда 
5х5 мм, изготавливали гистологические срезы 
и проводили иммуногистохимическое иссле-
дование с антителами к маркерам Beclin-1 и 
Caspase 3. Полученные образцы исследовали 
под микроскопом.

Результаты. В миокарде крыс после ушиба 
сердца была выявлена экспрессия маркеров Be-
clin-1 и Caspase 3. У крыс с высокой стрессо- 
устойчивостью отмечалось нарастание индек-
са экспрессии Beclin-1 в динамике посттрав-
матического периода, а у животных с низкой 
стрессоустойчивостью наблюдалось постепен-
ное снижение. У высокоустойчивых крыс экс-
прессия Caspase 3 регистрировалась только че-
рез 24 часа после травмы, а у низкоустойчивых 
животных наблюдалось нарастание экспрессии 
в динамике посттравматического периода.

Заключение. Экспрессия Beclin-1 в миокар-
де крыс опытной группы свидетельствует о за-
пуске аутофагии, а экспрессия Caspase 3 – об 
активации апоптоза. Выраженность данных ре-
акций неодинакова у животных с разной стрес-
соустойчивостью.

Ключевые слова: ушиб сердца, аутофагия, 
Beclin-1, апоптоз, Caspase 3, стрессоустойчи-
вость.
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EnglishAbstract
Aim. To evaluate the activity of autophagy and 

apoptosis in the myocardium of rats with different 
stress resistance after the modeling of myocardial 
contusion.

Materials and Methods. The study was per-
formed on 106 white male rats weighing 250-300 
g. The rats were ranked according to stress toler-
ance, and medium-resistant individuals (n = 42) 
were excluded from the experiment. Control (n = 
16) and experimental (n = 48) groups were formed 
from the remaining animals; the control group in-
cluded subgroups with high and low stress resis-
tance, and the experimental group included 6 sub-
groups (rats with high and low stress resistance; 
6, 12, and 24-hour time points). Each of the sub-
groups included 8 animals. Myocardial contusion 
was modeled in the experimental group. At 6-, 
12- and 24-hour time point, rat hearts have been 
excised and 5×5 mm myocardial fragments were 
dissected from the areas with the most prominent 
traumatic effects (interventricular septum, anterior 
walls of the left and right ventricles). Tissues were 
then sectioned and stained with antibodies to Be-
clin-1 and caspase-3.

Results. We have documented a significant ex-
pression of Beclin-1 and Caspase 3 expression in 
rat hearts after myocardial contusion. From 6 to 24 
hours upon the myocardial contusion, Beclin-1 ex-
pression has been increased in rats with high stress 
resistance but was reduced in rats with low stress 
resistance. Expression of caspase-3 expression 
was registered exclusively at 24-hour time point in 
rats with high stress resistant but increased along 
the time points in rats with low stress resistance.

Conclusion. Expression of Beclin-1 and 
caspase-3 in rat myocardium indicated autopha-
gy and apoptosis upon the myocardial contusion. 
Temporal patterns of Beclin-1 and caspase-3 ex-
pression were opposite in rats with high and low 
stress resistance.

Keywords: myocardial contusion, autophagy, 
Beclin-1, apoptosis, caspase 3, stress resistance.
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Введение
Поскольку травматическое повреждение яв-

ляется стрессовым воздействием, установлено, 
что важную роль в патогенезе посттравматиче-
ского периода ушиба сердца играют стресс-ас-
социированные тканевые реакции, такие как 
аутофагия и апоптоз [2, 3, 4]. Данные феноме-

ны являются вариантами запрограммирован-
ной клеточной гибели и участвуют во многих 
физиологических и патологических процессах 
организма [5, 6, 7]. Наиболее распространен-
ной формой аутофагии является макроаутофа-
гия (далее – аутофагия). Она представляет со-
бой катаболический механизм поддержания 
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клеточного гомеостаза и реализуется за счет 
лизосомальной деградации поврежденных ор-
ганелл для построения новых функционально 
полноценных структур либо с целью использо-
вания их в качестве альтернативного источни-
ка энергии [8]. В свою очередь, суть апоптоти-
ческих реакций заключается не в обеспечении 
выживания конкретной клетки, а в сохране-
нии клеточной популяции посредством унич-
тожения дефектных клеток. Активация каскада 
сигнальных молекул приводит к распаду клет-
ки-мишени на апоптотические тельца и захва-
ту их фагоцитами без развития воспалительной 
реакции [9, 10]. 

Триггерами для развития как аутофагии, 
так и апоптоза могут становиться: поврежде-
ние клеточных органелл, нарушение структу-
ры ДНК, накопление в цитоплазме Ca2+, лакта-
та, денатурировавших белков, а также нехватка 
субстрата для репаративных и биоэнергетиче-
ских процессов. При этом есть данные, что для 
активации каскада апоптотических реакций 
требуется большее стрессовое воздействие, 
чем для запуска аутофагии [11]. 

В выполненных нами ранее исследованиях 
установлен факт усиления аутофагического по-
тока в миокарде через 24 часа после моделиро-
вания ушиба сердца [2]. В других работах опи-
сано наличие апоптотических процессов после 
тупой травмы сердца на сроках 6, 12, 24 часа 
[3, 4] и 5 суток [5]. Оба феномена изучены и на 
других экспериментальных моделях: при ише-
мическом повреждении сердца [12, 13], репер-
фузии [14, 15], диабетической кардиомиопатии 
[16]. При этом активация аутофагии происхо-
дит на более ранних в сравнении с апоптозом 
сроках в качестве программы экстренного спа-
сения клетки, после чего, вероятно, неэффек-
тивность аутофагии может приводить к разви-
тию апоптоза и гибели клетки [6, 11], однако 
оценка роли – адаптивной или дезадаптивной – 
обоих феноменов остается неоднозначной. 

В реализации стресс-ассоциированных тка-
невых реакций, к числу которых относятся ау-
тофагия и апоптоз, существенную роль игра-
ет индивидуальная стрессоустойчивость орга-
низма [17, 18]. Особенности реализации про-
граммы аутофагии в миокарде в зависимости 
от устойчивости к стрессу были показаны на-
ми через 24 часа посттравматического периода 
экспериментального ушиба сердца [2]. На ос-
новании этого мы предположили, что при ту-
пой травме сердца у животных с разной устой-

чивостью к стрессу возможны различные сце-
нарии реализации программ гибели клеток.

Цель исследования
Оценить в динамике посттравматическо-

го периода экспериментального ушиба серд-
ца реализацию тканевых реакций аутофагии и 
апоптоза в условиях высокой и низкой стрессо- 
устойчивости организма.

Материалы и методы
Эксперимент выполнен на 106 белых бес-

породных крысах-самцах массой 250–300 г в 
соответствии с правилами проведения работ и 
содержания животных (Приказ Минздрава РФ 
от 01.04.2016 №199н «Об утверждении правил 
надлежащей лабораторной практики») при сво-
бодном доступе к комбинированному корму и 
воде. Исследование одобрено локальным эти-
ческим комитетом ФГБОУ ВО «Омский госу-
дарственный медицинский университет» Ми-
нистерства здравоохранения Российской Фе-
дерации (заключение № 140 от 13.10.2021). На 
всех инвазивных этапах эксперимента исполь-
зовали ветеринарный препарат Золетил 100 
(тилетамин, золазепам) в дозе 30 мг/кг внутри-
брюшинно.

С целью разделения животных на группы 
осуществляли оценку стрессоустойчивости по 
модифицированной методике ранжирования с 
последовательным использованием тестов «От-
крытое поле» и «Принудительное плавание» 
по Порсолту. Тест «Открытое поле» проводили 
в течение 3 минут в круглой арене белого цве-
та, разделенной на 37 секторов. При этом фик-
сировали такие показатели, как горизонтальная 
двигательная активность (ГДА), вертикальная 
двигательная активность (ВДА), латентный пе-
риод (ЛП) первого движения, время выхода в 
центр арены, время замираний по ходу движе-
ния. Тест принудительного плавания по Порсол-
ту проводили в прозрачном сосуде высотой 80 
см, наполненном водой, температура которой 
составляла 30±1°С. Критерием оценки стрессо-
устойчивости являлось время плавания живот-
ного. Совместное применение данных тестов 
обусловлено тем, что они оценивают различные 
составляющие стрессовой реакции («Открытое 
поле» – исключительно эмоциональную, прину-
дительное плавание – эмоциональную и физиче-
скую) и не заменяют друг друга, а дополняют, 
позволяя оценивать больший набор характери-
стик стрессовой реактивности.

ORIGINAL RESEARCH
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Для повышения точности ранжирования жи-
вотных при проведении теста «Открытое по-
ле» было установлено, что показатель времени 
выхода в центр арены при дальнейшем анали-
зе оказывает слишком большое влияние на ко-
эффициент стрессоустойчивости, ввиду чего он 
был заменен на показатель времени замираний 
по ходу движения, который считается призна-
ком низкой устойчивости к стрессу. Разделение 
животных на 3 группы по стрессоустойчивости 
(высоко-, средне-, низкоустойчивые) осуществ- 
ляли при помощи иерархического кластерного 
анализа методом внутригрупповой связи. Учи-
тывая неоднородность переменных, была при-
менена стандартизация данных методом z-о-
ценки. При подобной модификации методики 
ранжирования были выявлены статистически 
значимые различия (p<0,05) между полученны-
ми группами по показателям горизонтальной 
двигательной активности, вертикальной дви-
гательной активности и времени замирания, 
а число пересечений в оценке результатов по 
двум тестам в одной группе получилось близ-
ким во всех группах и составило 30–39% [19]. 

В соответствии с целью эксперимента после 
тестирования крыс со средним уровнем стрес-
соустойчивости (n=42) исключили из экспери-
мента. Из оставшихся животных с крайними 
вариантами устойчивости к стрессу сформи-
ровали контрольную (К) и опытную (О) груп-
пы (n=16 и n=48 соответственно). При этом в 
контрольную группу вошли две подгруппы жи-
вотных: с высокой (КВ) и низкой (КН) стрес-
соустойчивостью. В опытную группу вошли 
шесть подгрупп в соответствии с тремя иссле-
довательскими точками посттравматического 
периода: с высокой (ОВ-6) и низкой (ОН-6) и 
стрессоустойчивостью для шестичасового экс-
перимента, с высокой (ОВ-12) и низкой (ОН-
12) стрессоустойчивостью для двенадцатичасо-
вого эксперимента, а также с высокой (ОВ-24) и 
низкой (ОН-24) стрессоустойчивостью для экс-
перимента длительностью 24 часа. Таким об-
разом сформировали восемь подгрупп по 8 жи-
вотных в каждой.

У животных опытной группы моделирова-
ли ушиб сердца при помощи оригинального 
устройства, имитирующего удар передней по-
верхности грудной клетки о стойку руля. Че-
рез 6 (для подгрупп ОВ-6 и ОН-6), 12 (для под-
групп ОВ-12 и ОН-12) и 24 (для подгрупп ОВ-
24 и ОН-24) часа после моделирования травмы 
сердца крыс извлекали и изготавливали срезы 

толщиной 2-3 мм. Плоскость срезов проходи-
ла перпендикулярно оси сердца, проходящей от 
основания к верхушке. Локализацию поврежде-
ния определяли с помощью окраски срезов рас-
твором нитросинего тетразолия [20], после че-
го из выявленных участков (межжелудочковой 
перегородки, передних стенок левого и право-
го желудочков) иссекали фрагменты миокарда 
размером 5х5 мм. Образцы заливали в парафин 
и подготавливали для микроскопии по обще-
принятой методике. 

Гистологические срезы изготавливали при 
помощи микротома Epredia HM 340E (Epredia, 
Великобритания), наносили на стекла с адге-
зивным покрытием, депарафинизировали кси-
лолом, обрабатывали спиртами нисходящей 
концентрации. С целью выявления экспрессии 
проаутофагического белка Beclin-1 проводили 
иммуногистохимическое исследование с по-
ликлональными кроличьими антителами Anti-
Beclin-1, (HUABIO, Китай), разведение 1:100. 
Для определения экспрессии проапоптотиче-
ского белка Caspase 3 осуществляли реакцию 
с поликлональными кроличьими антителами 
к маркеру Caspase 3 (Elabscience, Китай), раз-
ведение 1:100. Визуализацию результатов им-
муногистохимических исследований проводи-
ли с помощью «Универсальной двухстадий-
ной системы детекции PrimeVision: антитела к 
IgG мыши/кролика – HRP/DAB» (ПраймБио-
Мед, Россия), после чего образцы докрашива-
ли гематоксилином. Иммуногистохимическую 
реакцию считали положительной при появ-
лении коричневого окрашивания в цитоплаз-
ме кардиомиоцитов. Микроскопию проводили 
на микроскопе Axioskop 40 (Zeiss, Германия) 
при 400-кратном увеличении в 10 полях зре-
ния в каждом препарате.  Каждое поле зрения 
фиксировали в виде снимков с помощью каме-
ры Axiocam 503 color (Zeiss, Германия) и гра-
фической программы ZenBlue для дальнейшей 
оценки результатов иммуногистохимического 
исследования. 

Полученные изображения анализирова-
ли при помощи полуколичественного мето-
да с учетом двух параметров: интенсивности 
иммуногистохимической окраски по четырех-
балльной шкале (0 – отсутствие окрашивания,  
1 – слабая интенсивность окрашивания, 2 – 
умеренная интенсивность окрашивания, 3 – вы-
раженное окрашивание) и площади окрашива-
ния, выраженную в баллах, соответствующих 
проценту окрашенных кардиомиоцитов от всех 
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кардиомиоцитов в поле зрения (0–20% – 1 балл, 
21–40% – 2 балла, 41–60% – 3 балла, 61–80% – 
4 балла, 81–100% – 5 баллов).

Сумма баллов интенсивности и площади 
окрашивания кардиомиоцитов в зоне повреж-
дения являлась конечным результатом подсчета 
для каждого отдельно взятого поля зрения. Да-
лее для всех 10 полей зрения каждого отдельно-
го образца рассчитывали среднее арифметиче-
ское значение и индекс экспрессии, после чего 
производили сравнение показателей, получен-
ных у животных из разных групп и подгрупп. 
Моделирование ушиба сердца и пробоподго-
товка проводились на кафедре патофизиоло-
гии, иммуногистохимическое исследование – 
на кафедре патологической анатомии Омского 
государственного медицинского университета.

Количественные переменные проверяли на 
нормальность распределения с использованием 
тестов Шапиро-Уилка и Колмогорова-Смирно-
ва. Во всех сравниваемых группах индексы экс-
прессии Beclin-1 и Caspase 3 имели отличное 
от нормального распределение, в связи с чем 
данные обрабатывали непараметрическими 
методами. Результаты представлены в форма-

Рисунок 1.
Индексы экспрессии 
(ИЭ, абс. ед.) Beclin-1 
и Caspase 3 в мио-
карде крыс с высо-
кой (ОВ) и низкой 
(ОН) стрессоустой-
чивостью в исследо-
вательских точках 6 
(а), 12 (b) и 24 (c) часа 
посттравматическо-
го периода ушиба 
сердца в сравнении 
контрольными жи-
вотными с высокой 
(КВ) и низкой (КН) 
стрессоустойчиво-
стью.

Figure 1.
Expression indices 
(EI, absolute units) of 
Beclin-1 and Caspase 
3 in the myocardium 
of rats with high 
(EH) and low (EL) 
stress resistance 
at 6 (а), 12 (b) и 24 
(c) hours after the 
myocardial contusion 
in comparison with 
control animals with 
high (CH) and low (CL) 
stress resistance.

те медианы (Me) и межквартильного интерва-
ла (Q1-Q3). Для обработки исследовательских 
групп использовали непараметрический ана-
лог однофакторного дисперсионного анализа 
ANOVA – критерий Краскела-Уоллиса. После 
сравнения нескольких групп было проведено 
апостериорное сравнение post-hoc. Статисти-
ческую значимость внутригрупповых различий 
индексов экспрессии Beclin-1 по отношению к 
индексам экспрессии Caspase 3 рассчитыва-
ли методом рангового дисперсионного анали-
за Фридмана и конкордации Кендалла. Данные 
обрабатывали в программе Statistica 10. Стати-
стически значимым считали p<0,05.

Результаты
По данным иммуногистохимического иссле-

дования наблюдалось статистически значимое 
(p = 0,0008) увеличение экспрессии проаутофа-
гического белка Beclin-1 в опытной группе по 
сравнению с контрольной (рисунок 1). Меж-
ду подгруппами контрольной группы разли-
чий выявлено не было (MeКВ,КН = 3,0; LQКВ,КН = 

3,0; HQКВ,КН = 3,0). У животных опытной груп-
пы с высокой стрессоустойчивостью отмеча-
лась тенденция к нарастанию индекса экспрес-
сии в динамике посттравматического периода. 
У низкоустойчивых к стрессу животных опыт-
ной группы наблюдалась обратная динамика: 
постепенное снижение индекса экспрессии в 
исследовательских точках 6, 12 и 24 часа пост-
травматического периода (рисунок 1).

В миокарде низкоустойчивых к стрессу крыс, 
сердца которых извлекали через 6 часов после 
моделирования ушиба сердца, отмечался бо-
лее высокий уровень индекса экспрессии мар-
кера Beclin-1 (MeОН-6 = 4,33; LQОН-6 = 4,0; HQОН-6 

= 4,33) в сравнении с высокоустойчивыми осо-
бями (MeОВ-6 = 3,66; LQОВ-6 = 3,33; HQОВ-6 = 3,66) 
(рисунок 1, а). В подгруппах двенадцатичасо-
вого эксперимента экспрессия Beclin-1 не раз-
личалась и составляла МеОВ-12 = 4,0; LQОВ-12 = 
3,66; HQОВ-12 = 4,0 и МеОН-12 = 4,0; LQОН-12 = 3,66; 
HQОН-12 = 4,0 (рисунок 1, b), а в подгруппах с 
длительностью эксперимента 24 часа наблюда-
лось увеличение экспрессии маркера Beclin-1 у 
высокоустойчивых к стрессу животных (МеОВ-24 

= 4,33; LQОВ-24 = 4,0; HQОВ-24= 4,33) по сравнению 
с низкоустойчивыми животными (МеОН-24 = 3,66; 
LQОН-24 = 3,66; HQОН-24 = 4,0) (рисунок 1, с).

Качественная оценка экспрессии проауто-
фагического белка Beclin-1 в кардиомиоцитах 
крыс контрольной группы выявила отсутствие 
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Рисунок 2.
Экспрессия белка Beclin-1 в миокарде крыс в посттравматическом периоде экспе-
риментального ушиба сердца. Продольный срез миокарда. Иммуногистохимическое 
окрашивание, х400. Примечание. a – подгруппа КВ; b – подгруппа КН; c – подгруппа 
ОВ-6; d – подгруппа ОН-6; e – подгруппа ОВ-12; f – подгруппа ОН-12; g – подгруппа ОВ-
24; h – подгруппа ОН-24.

Figure 2.
Expression of Beclin-1 after the myocardial contusion. Longitudinal section of the 
myocardium. Immunohistochemical staining, ×400 magnification. a: control rats with high 
stress resistance; b: control rats with low stress resistance; c: 6 hours after the myocardial 
contusion, rats with high stress resistance; d: 6 hours after the myocardial contusion, rats 
with low stress resistance; e: 12 hours after the myocardial contusion, rats with high stress 
resistance; f: 12 hours after the myocardial contusion, rats with low stress resistance; g: 24 
hours after the myocardial contusion, rats with high stress resistance; h: 24 hours after the 
myocardial contusion, rats with low stress resistance.

Рисунок 3.
Экспрессия белка Caspase 3 в миокарде крыс в посттравматическом периоде экспе-
риментального ушиба сердца. Продольный срез миокарда. Иммуногистохимическое 
окрашивание, х400. Примечания. a – подгруппа КВ; b – подгруппа КН; c – подгруппа 
ОВ-6; d – подгруппа ОН-6; e – подгруппа ОВ-12; f – подгруппа ОН-12; g – подгруппа ОВ-
24; h – подгруппа ОН-24.

Figure 3.
Expression of caspase 3 after the myocardial contusion. Longitudinal section of the 
myocardium. Immunohistochemical staining, ×400 magnification. a: control rats with high 
stress resistance; b: control rats with low stress resistance; c: 6 hours after the myocardial 
contusion, rats with high stress resistance; d: 6 hours after the myocardial contusion, rats 
with low stress resistance; e: 12 hours after the myocardial contusion, rats with high stress 
resistance; f: 12 hours after the myocardial contusion, rats with low stress resistance; g: 24 
hours after the myocardial contusion, rats with high stress resistance; h: 24 hours after the 
myocardial contusion, rats with low stress resistance.

или незначительное цитоплазматическое 
окрашивание в виде неоднородных вкрапле-
ний коричневого цвета низкой интенсивности. 
Различий между низко- и высокоустойчивыми 
к стрессу особями контрольной группы (под-
группы КВ и КН) выявлено не было (рисунок 
2, a, b). Через 6 часов после моделирования 
ушиба сердца в миокарде высокоустойчивых к 
стрессу крыс (подгруппа ОВ-6) отмечались от-
дельные фокусы с низкой и умеренной интен-
сивностью окрашивания (рисунок 2, c). Через 
12 и 24 ч (подгруппы ОВ-12 и ОВ-24) имму-
ногистохимическая реакция представляла со-
бой окрашивание умеренной или высокой ин-
тенсивности диффузного характера (рисунок 
2, e, g). В подгруппе крыс с низкой стрессо-
устойчивостью и длительностью эксперимен-
та 6 часов (подгруппа ОН-6) отмечалось рав-
номерное цитоплазматическое окрашивание 
высокой интенсивности во всех полях зрения 
(рисунок 2, d). В подгруппах ОН-12 и ОН-24 
наблюдался мозаичный характер окраски вы-
сокой и умеренной интенсивности (рисунок 
2, f, h). У всех животных после ушиба сердца, 
вне зависимости от уровня стрессоустойчи-
вости, определялась тенденция к увеличению 
интенсивности окрашивания и количества по-
ложительно окрашенных кардиомиоцитов по 
направлению к эпикарду в зонах травматиче-
ского повреждения.
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При иммуногистохимическом исследовании 
экспрессии проапоптотического белка Caspase 
3 наблюдалось отсутствие маркера в контроль-
ной группе, при этом различий между подгруп-
пами выявлено не было (MeКВ,КН = 3,0; LQКВ,КН 

= 3,0; HQКВ,КН = 3,0). Также отмечалось отсут-
ствие экспрессии маркера в подгруппах крыс 
с высокой стрессоустойчивостью в исследо-
вательских точках 6 и 12 ч и незначительное 
увеличение его содержания в цитоплазме кар-
диомиоцитов в подгруппе с длительностью 
эксперимента 24 часа. В подгруппах низко- 
устойчивых к стрессу животных отмечалось 
постепенное нарастание показателей индекса 
экспрессии белка Caspase 3 в динамике пост-
травматического периода (рисунок 1).

Через 6 часов после травмы в кардиомио-
цитах крыс с низкой стрессоустойчивостью 
уровень экспрессии проапоптотического бел-
ка Caspase 3 был значительно выше (MeОН-6 = 
3,66; LQОН-6 = 3,66; HQОН-6 = 4,0) уровня экспрес-
сии в подгруппе высокоустойчивых к стрес-
су особей (MeОВ-6 = 3,0; LQОВ-6 = 3,0; HQОВ-6 = 

3,33) (рисунок 1, а). Аналогичные данные бы-
ли получены после исследования подгрупп с 
длительностью эксперимента 12 часов: в под-
группе низкоустойчивых травмированных жи-
вотных индекс экспрессии составлял МеОН-12 = 
3,66; LQОН-12 = 3,33; HQОН-12 = 3,66, а в подгруппе 
высокоустойчивых – МеОВ-12 = 3,0; LQОВ-12 = 3,0; 
HQОВ-12 = 3,33 (рисунок 1, b). Через сутки после 
травмы в миокарде низкоустойчивых к стрессу 
животных также отмечался более высокий уро-
вень экспрессии маркера (МеОН-24 = 4,0; LQОН-24 

= 3,66; HQОН-24 = 4,0), чем у высокоустойчивых к 
стрессу животных (MeОВ-24 = 3,33; LQОВ-24 = 3,0; 
HQОВ-24 = 3,33) (рисунок 1, с).

Качественная оценка экспрессии проапопто-
тического белка Caspase 3 в миокарде животных 
контрольной группы (подгруппы КВ и КН), а 
также в подгруппах ОВ-6 и ОВ-12, показала от-
сутствие или неравномерное цитоплазматиче-
ское окрашивание низкой интенсивности (ри-
сунок 3, a, b, с, e). Через 24 часа после травмы 
в миокарде высокоустойчивых к стрессу живот-
ных (ОВ-24) отмечалась положительная имму-
ногистохимическая реакция низкой интенсивно-
сти диффузного характера (рисунок 3, g). В под-
группах крыс с низкой стрессоустойчивостью в 
исследовательских точках 6 и 12 ч (ОН-6 и ОН-
12) было выявлено равномерное окрашивание 
цитоплазмы кардиомиоцитов умеренной интен-
сивности (рисунок 3, d, f), а в группе с длитель-

ностью эксперимента 24 часа наблюдалась вы-
сокая интенсивность окраски (рисунок 3, h).

Обсуждение
По данным иммуногистохимического иссле-

дования была выявлена экспрессия проауто-
фагического белка Beclin-1 в миокарде после 
моделирования ушиба сердца, причем индекс 
экспрессии в подгруппах высокоустойчивых и 
низкоустойчивых к стрессу животных разли-
чался в разные сроки посттравматического пе-
риода. Содержание проапоптотического белка 
Caspase 3 в цитоплазме кардиомиоцитов после 
тупой травмы сердца также было повышено в 
сравнении с группой контроля, при этом ин-
декс экспрессии у животных с низкой стрессо-
устойчивостью был выше, чем у высокоустой-
чивых к стрессу особей во всех исследователь-
ских точках.

Проаутофагический белок Beclin-1 входит в 
состав фосфатидилинозитол-3-киназных ком-
плексов класса III C1 и C2 (Phosphatidylinositol 
3-kinases, PI3K Class III C1 и C2), являясь их 
центральным каркасным компонентом и обе-
спечивая интеграцию сигналов для регуляции 
клеточного гомеостаза. При фосфорилирова-
нии PI3K Class III C1 продуцируется фосфа-
тидилинозитол-3-фосфат (Phosphatidylinositol 
3-phosphate, PtdIns3P), который посредством 
рекрутирования генов DFCP1 и WIPI запуска-
ет отделение изолирующей мембраны от эндо-
плазматического ретикулума для последующе-
го формирования аутофагосомы. В свою оче-
редь, PI3K Class III С2 участвует в процессе 
аутофагии на более поздних этапах, когда про-
исходит слияние аутофагосомы и лизосомы [6, 
21]. К факторам, которые могут способствовать 
запуску аутофагии посредством воздействия 
на внутриклеточные регуляторные комплек-
сы mTOR (Mammalian target of rapamycin) и 
AMPK (Adenosinemonophosphate-activated pro-
teinkinase), относятся увеличение концентра-
ции в цитоплазме активированных форм кисло-
рода (АФК), Ca2+, денатурировавших белков, а 
также гипоксия и уменьшение синтеза АТФ как 
следствие повреждения клеточных органелл 
[22]. Увеличение экспрессии белка Beclin-1 в 
опытной группе прямо свидетельствует об уси-
лении аутофагического потока в кардиомиоци-
тах в посттравматическом периоде эксперимен-
тального ушиба сердца и косвенно – об участии 
перечисленных факторов в запуске данной тка-
невой реакции в условиях повреждения. 
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Проапоптотический белок каспаза 3 пред-
ставляет собой протеолитический фермент, ко-
торый в исходном виде синтезируется как не-
активный стабильный димер прокаспаза 3. При 
активации внутреннего (митохондриального) 
пути апоптоза происходит нарушение баланса 
антиапоптотического белка Bcl-2 и проапоп-
тотического белка BAX на мембране митохон-
дрий, что приводит к повышению ее проницае-
мости, утечке цитохрома С в цитоплазму и фор-
мированию апоптосомы, обеспечивающей ди-
меризацию инициаторной каспазы 9, которая в 
итоге расщепляет прокаспазу 3 и переводит ее 
в активное состояние. Внешний путь апоптоза 
осуществляется через взаимодействие лиган-
дов (FasL, TNF-α, TRAIL) с рецепторами смер-
ти на клеточной мембране (Fas, TNF-R1, DR4, 
DR5), что приводит к рекрутированию адап-
терных молекул (FADD, TRADD) и активации 
инициаторной каспазы 8, которая напрямую 
преобразует прокаспазу 3 в каспазу 3. Активи-
рованная эффекторная каспаза 3, являясь клю-
чевым медиатором апоптоза, расщепляет инги-
битор ДНК-азы и способствует фрагментации 
клеточной ДНК, после чего происходит форми-
рование апоптотических телец и их утилизация 
фагоцитами. Инициация апоптоза может прои-
зойти из-за значительного стрессового воздей-
ствия на клетку вследствие гипоксии, энергоде-
фицита, увеличения концентрации АФК и вну-
триклеточного Ca2+, накопления поврежден-
ных органелл и др. [23, 24]. Экспрессия белка 
Caspase 3 в кардиомиоцитах после моделиро-
вания ушиба сердца прямо свидетельствует об 
активации в миокарде апоптотических реак-
ций в посттравматическом периоде и косвенно 
– об участии перечисленных факторов в запу-
ске этой тканевой реакции в условиях повреж-
дения. 

Индекс экспрессии проаутофагического бел-
ка Beclin-1 у высокоустойчивых к стрессу крыс 
в динамике посттравматического периода экс-
периментального ушиба сердца постепенно 
увеличивается через 6, 12 и 24 часа после трав-
мы, тогда как повышение экспрессии маркера 
апоптоза Caspase 3 наблюдается у данных осо-
бей только на сроке 24 часа (рисунок 4, а). Ве-
роятно, преобладание процессов аутофагии над 
апоптозом у животных с высокой стрессоу-
стойчивостью связано с относительно неболь-
шой выраженностью воздействующих на клет-
ку стрессовых факторов и, как следствие, не-
критическим повреждением кардиомиоцитов, 

Рисунок 4.
Индексы экспрессии 
(ИЭ, абс. ед.) про-
аутофагического 
белка Beclin-1 и 
проапоптотического 
белка Caspase 3 в 
миокарде высоко-
устойчивых (а) и 
низкоустойчивых 
(b) к стрессу крыс 
в посттравматиче-
ском периоде ушиба 
сердца. Статисти-
ческая значимость 
различий индексов 
экспрессии Beclin-1 
по отношению к 
индексам экспрессии 
Caspase 3 выражена 
в абсолютных значе-
ниях p, рассчитанных 
методом рангового 
дисперсионного 
анализа Фридмана 
и конкордации Кен-
далла.

Figure 4.
Expression indexes 
(EI, absolute units) of 
the pro-autophagic 
protein Beclin-1 and 
the pro-apoptotic 
protein Caspase 3 in 
the myocardium of 
highly (a) and low 
(b) stress-resistant 
rats in the post-
traumatic period of 
cardiac contusion. 
The statistical 
significance of 
differences in Beclin-1 
expression indices 
relative to Caspase 3 
expression indices is 
expressed in absolute 
p values calculated 
by Friedman rank 
analysis of variance 
and Kendall 
concordance.

при котором аутофагия протекает эффективно 
и не приводит к запуску апоптоза, а низкий уро-
вень активности каспазы в клетках, подвергаю-
щихся умеренному стрессу, может обеспечить 
им защиту от гибели [25].

Постепенное снижение экспрессии марке-
ра Beclin-1 у низкоустойчивых к стрессу жи-
вотных опытной группы в исследовательских 
точках 6, 12, 24 часа с одновременным нараста-
нием экспрессии маркера Caspase 3 и перекре-
стом кривых, отражающих их экспрессию, на 
сроке между 12 и 24 часами (рисунок 4, b) мо-
жет свидетельствовать о смене аутофагических 
процессов на апоптотические в динамике пост-
травматического периода. Этот факт, вероятно, 
объясняется тем, что одинаковое по силе меха-
ническое воздействие вызывает у особей с низ-
кой стрессоустойчивостью более значимое по-
вреждение миокарда и способствует более вы-
раженному клеточному стрессу, при котором 
реакции аутофагии становятся неэффективны-
ми и происходит запуск сигнального каскада 
апоптоза. Исходя из того, что феномены ауто-
фагии и апоптоза являются стресс-ассоцииро-
ванными тканевыми реакциями, можно пола-
гать, что стрессоустойчивость организма вли-
яет на выбор оптимальной программы клеточ-
ной гибели в условиях повреждения.

Вероятные сценарии активации сигнальных 
путей аутофагии и апоптоза в условиях экс-
периментального ушиба сердца у животных с 
различной устойчивостью к стрессу представ-
лены на рисунке 5.  Аутофагия и апоптоз вы-
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зываются одними и теми же факторами/сти-
мулами, однако при умеренном стрессовом 
воздействии запускается аутофагия, а при вы-
раженном и продолжительном стрессе аутофа-
гические реакции ингибируются различными 
клеточными механизмами, что в итоге приво-
дит к активации апоптоза [10, 11]. Одним из та-
ких механизмов является расщепление каспаза-
ми белка Beclin-1 на фрагменты, не обладаю-
щие аутофагической активностью, а образую-
щийся при этом С-концевой фрагмент Beclin-1 
способен усиливать высвобождение цитохрома 
С из митохондрий, обеспечивая петлю обрат-
ной положительной связи для апоптоза [6, 21]. 
Стоит отметить, что белок апоптоза BAX, лока-
лизующийся на митохондриальной мембране, 
облегчает расщепление Beclin-1 каспазами по 
Asp149, тем самым подавляя аутофагию [22]. 
Антиапоптотический белок Bcl-2 также спо-
собен угнетать аутофагические процессы, свя-
зываясь с Beclin-1 и нарушая образование им 
комплексов с Vps-34 и PI3K Class III C1 и C2 
(рисунок 5). Однако данные о том, индуциру-
ет ли ассоциация Bcl-2 и Beclin-1 апоптоз через 
снижение антиапоптотической активности Bcl-
2, до сих пор остаются неоднозначными [25].

Кроме того, сигнальный путь JNK, активи-
рующийся вследствие выраженного клеточного 
стресса, способствует фосфорилированию Bcl-
2, что вызывает диссоциацию комплекса Bcl-2 

и Beclin-1 и усиливает аутофагию, однако одно-
временно с этим JNK увеличивает активность 
проапоптотического белка BAX, проницае-
мость митохондриальной мембраны и выход 
цитохрома С в цитоплазму, обеспечивая индук-
цию апоптоза по внутреннему пути. JNK может 
запускать апоптоз и по внешнему пути, увели-
чивая взаимодействие между рецептором смер-
ти Fas и FasL, опосредуя активацию инициатор-
ной каспазы 8, а затем основной эффекторной 
каспазы 3 [26]. Более того, переключению клет-
ки на программу апоптоза при выраженном по-
вреждении ее компонентов могут способство-
вать: выход в цитоплазму катепсинов при по-
вышении проницаемости лизосомальных мем-
бран или при нарушении их целостности [27], 
активация каспазы 4 [28] и каспазы 12 из-за вы-
раженного стресса эндоплазматического рети-
кулума [29], которые также являются активато-
рами каспазы 3 (рисунок 5). 

Таким образом, преобладание экспрессии 
проаутофагического белка Beclin-1 над экс-
прессией проапоптотического белка Caspase 
3 у высокоустойчивых к стрессу животных во 
всех исследовательских точках посттравмати-
ческого периода ушиба сердца (подгруппы ОВ-
6, ОВ-12, ОВ-24) может свидетельствовать о 
менее выраженном структурном повреждении 
кардиомиоцитов и, как следствие, об оптималь-
ной реализации каскада реакций аутофагии при 

Рисунок 5.
Предполагаемые 
механизмы реали-
зации феноменов 
аутофагии и апопто-
за в миокарде крыс 
с высокой и низкой 
устойчивостью к 
стрессу через 24 
часа после экспери-
ментального ушиба 
сердца. Рисунок 
авторов. Пояснения 
в тексте.

Figure 5.
Involvement of 
autophagy and 
apoptosis in the 
myocardium of rats 
with high and low 
stress resistance 
24 hours after the 
myocardial contusion.
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одновременном ингибировании апоптотиче-
ских процессов, что может обеспечить выжи-
ваемость клеток посредством эффективной ре-
парации. Постепенное снижение индекса экс-
прессии маркера Beclin-1 и нарастание индекса 
экспрессии маркера Caspase 3, вероятно, отра-
жает превышение определенной степени по-
вреждения клеток у травмированных особей с 
низкой стрессоустойчивостью (подгруппы ОН-
6, ОН-12, ОН-24), что обусловливает запуск ме-
ханизмов ингибирования аутофагии и актива-
ции сигнальных путей апоптоза. 

Заключение
В зонах повреждения миокарда после экспе-

риментального ушиба сердца происходит акти-
вация феномена аутофагии и запуск апоптоти-
ческих процессов вне зависимости от стрессо-
устойчивости животных, что подтверждается 
наличием экспрессии соответствующих марке-
ров: маркеров Beclin-1 и Caspase 3. Однако вы-
раженность и динамика экспрессии этих мар-
керов различается у животных с высокой и низ-
кой устойчивостью к стрессу.

Так, показатель экспрессии Beclin-1 в мио-
карде животных с высокой стрессоустойчиво-
стью в динамике посттравматического перио-
да очевидно нарастает, что свидетельствует об 
увеличении аутофагического потока, а у осо-
бей с низкой устойчивостью к стрессу, напро-

тив, отмечается снижение уровней индекса экс-
прессии. 

Направленность миокардиальной экспрес-
сии проапоптотического белка Caspase 3 в ди-
намике посттравматического периода ушиба 
сердца не различается у животных с высокой 
и низкой стрессоустойчивостью: и у высоко-, 
и у низкоустойчивых к стрессу крыс экспрес-
сия маркера увеличивается в динамике, одна-
ко в подгруппах животных с высокой стрессо-
устойчивостью исходные показатели индекса 
экспрессии ниже, чем в подгруппах животных 
с низкой устойчивостью к стрессу.

Полученные данные позволяют предполо-
жить, что аутофагия как тканевая реакция адап-
тации проявляется при менее тяжелом поврежде-
нии миокарда в условиях тупой травмы сердца, 
что наблюдается у животных с высокой стрес-
соустойчивостью. При несостоятельности этого 
феномена у низкоустойчивых к стрессу особей и 
более тяжелом повреждении миокарда адаптив-
ная роль аутофагии минимизируется и домини-
рующей тканевой реакцией становится апоптоз. 
Для окончательного вывода о роли – адаптивной 
или дезадаптивной – названных феноменов не-
обходимо сопоставление приведенных в публи-
кации результатов с полученными нами данны-
ми о сократительной функции сердца в динами-
ке посттравматического ушиба сердца у живот-
ных с различной устойчивостью к стрессу.
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