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Резюме

Цель исследования – установить взаимосвязи морфологических параметров межклеточного матрикса 
и респираторного отдела легких при моделировании кардиохирургических операций с искусственным 
кровообращением в эксперименте. Материал и методы. Самцам овцы домашней (n = 6) проведена проце-
дура искусственного кровообращения длительностью 1,5 ч. На этапе предоперационной подготовки, а также 
в послеоперационном периоде животные находились на искусственной вентиляции легких. Через 60 минут 
после восстановления естественного кровообращения отбирали фрагменты легкого для гистологического 
исследования. На срезах, окрашенных гематоксилином и эозином по ван Гизону, с помощью компьютерной 
морфометрии оценивали тканевые параметры респираторного отдела легких – средний линейный перехват 
воздушных пространств ацинусов (MLI) и объемную плотность межальвеолярных перегородок (Vvsep), а так-
же удельный объем коллагеновых волокон межклеточного матрикса. Содержание в легких матриксных ме-
таллопротеиназ-2 (MMP-2) и -9 (MMP-9) оценивали методом иммуногистохимии. Оценку взаимосвязей 
между исследуемыми параметрами проводили с помощью коэффициента ранговой корреляции Спирмена. 
Результаты. В легких овец после процедуры искусственного кровообращения отмечали гистологические 
признаки эмфизематозного расширения ацинусов и деструкции коллагеновых волокон межальвеолярных 
перегородок, положительную иммуногистохимическую реакцию на MMP-2 и MMP-9. Выявлены статистически 
значимые корреляции между интенсивностью иммунного окрашивания на матриксные металлопротеиназы и 
удельным объемом коллагеновых волокон (rs = –0,706, p = 0,0152 для MMP-2 и rs = –0,779, p = 0,0047 для 
MMP-9), а также структурными параметрами респираторного отдела (rs = 0,752, p = 0,0076 для MLI и MMP-2,  
rs = 0,861, p = 0,0007 для MLI и MMP-9, rs= –0,738, p = 0,0095 для Vvsep и MMP-2, rs= –0,843, p = 0,0011 для Vvsep 
и MMP-9). Между Vvsep и удельным объемом коллагеновых волокон также обнаружена статистически значимая 
взаимосвязь (rs = 0,709, p = 0,0146). Заключение. Разрушение коллагеновых волокон интерстиция легких 
под действием матриксных металлопротеиназ связано с развитием эмфизематозного расширения легочных 
ацинусов при кардиохирургических операциях с искусственным кровообращением.
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Abstract

Aim of the study was to establish the interrelations of morphological parameters of the intercellular matrix and the re-
spiratory part of the lungs in the modeling of cardiac surgery with artificial circulation in the experiment. Material and 
methods. Male domestic sheep (n = 6) underwent a 1.5-hour artificial circulation procedure. During the preoperative 
preparation phase and the post-operative period, the animals were on artificial lung ventilation. 60 minutes after the 
restoration of natural circulation, lung fragments were collected for histological examination. On sections stained with 
hematoxylin and eosin, as well as by van Gieson, the tissue parameters of the respiratory part of the lungs were evaluated 
using computer morphometry: the average linear intercept of the air spaces of the acini (MLI) and the volumetric density 
of the interalveolar septa (Vvsep), as well as the specific volume of collagen fibers of the intercellular matrix. The content 
of matrix metalloproteinases-2 (MMP-2) and -9 (MMP-9) in the lungs was assessed using immunohistochemistry. The 
relationships between the studied parameters were evaluated using the Spearman rank correlation coefficient. Results. 
In the lungs of sheep after the procedure of artificial circulation, histological signs of emphysematous expansion of acini 
and destruction of collagen fibers of interalveolar septa were noted, positive immunohistochemical reaction to MMP-2 
and MMP-9. Statistically significant correlations were found between the intensity of immune staining for matrix metal-
loproteinases and the specific volume of collagen fibers (rs = –0,706, p = 0,0152 for MMP-2 and rs = –0,779, p = 0,0047 
for MMP-9), as well as the structural parameters of the respiratory department (rs =0,752, p = 0,0076 for MLI и MMP-2, 
rs = 0,861, p = 0,0007 for MLI и MMP-9, rs= –0,738, p = 0,0095 for Vvsep и MMP-2, rs= –0,843, p = 0,0011 for Vvsep и 
MMP-9). Statistically significant relationship also has been revealed between Vvsep and the specific volume of collagen 
fibers (rs = 0,709, p = 0,0146). Conclusions. Destruction of the collagen fibers of the lung interstitium under the action 
of matrix metalloproteinases is associated with the development of emphysematous expansion of the pulmonary acini in 
cardiac surgery with artificial circulation.
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Введение
Ишемически-реперфузионное повреждение 

(ИРП) легких возникает вследствие первично раз-
вивающейся ишемии органа с последующим вос-
становлением кровотока (реперфузии). Проблема 
ИРП наиболее актуальна в кардиохирургии, где 
она принимает форму посперфузионного легоч-
ного синдрома. К морфологическим признакам 
этого синдрома относят интерстициальный отек 
легких, изменения легочной микроциркуляции, 
скопление в легких полиморфно-клеточных ин-
фильтратов. Клеточные и молекулярные наруше-
ния, возникающие в легких, приводят к функцио-
нальным расстройствам, обусловливая снижение 
легочного комплаенса и нарушение газообмена. 
В наиболее распространенных схемах подклю-
чения аппарат искусственного кровообращения 
(ИК) осуществляет полную функциональную и 
анатомическую замену малого круга кровообра-
щения [1, 2]. Парадоксально, но восстановление 
кровотока приводит к негативным последствиям, 
многократно превышающим исходное ишемиче-
ское повреждение [3, 4]. 

Важнейшими модуляторами трансэндотели-
альной миграции и инфильтрации тканей лей-
коцитами являются матриксные металлопроте-
иназы (MMP), однако их влияние на изменения 
межклеточного матрикса при ИРП остается мало-
изученным. В связи с этим актуальным представ-
ляется исследование изменений, происходящих 
при ишемии-реперфузии в легочном интерсти-
ции, а также оценка того, как эти изменения от-
ражаются на структурно-функциональных на-
рушениях легких. Цель исследования – оценить 
взаимосвязь изменений межклеточного матрикса 
и параметров респираторного отдела легких при 
моделировании кардиохирургических операций с 
искусственным кровообращением в эксперименте.

Материал и методы 
Шести самцам овцы домашней (Oves aries) 

массой 30–34 кг проведена процедура ИК и ис-
кусственной вентиляции легких (ИВЛ) по ме-
тодике, аналогичной принятой в клинике для 
кардиохирургических пациентов. Исследование 
выполнено в соответствии с международными 
стандартами гуманного обращения с живот-
ными и директивой 2010/63/EU Европейского 
Парламента и Совета Европейского союза от 22 
сентября 2010 г. по охране животных, одобрено 
локальным этическим комитетом НИИ кардиоло-
гии Томского национального исследовательского 
медицинского центра РАН, протокол № 230 от 
28.06.2022.

Перед началом эксперимента животных нар-
котизировали масочной ингаляцией севофлурана. 
В дальнейшем выполняли прямую ларингоско-
пию с последующей оротрахеальной интубаци-
ей и подключением животного к аппарату ИВЛ 
Puritan Bennett 760 (Medtronic, США). Хирурги-
ческий доступ обеспечивали торакотомией в 4–5 
правом межреберье. Аппарат ИК подключали к 
кровеносной системе экспериментального жи-
вотного по схеме «аорта – верхняя полая вена – 
нижняя полая вена». ИК длилось 90 мин, через  
60 мин после отлучения от аппарата ИВЛ заби-
рали гистологический материал и выводили жи-
вотных из эксперимента (на фоне хирургической 
стадии наркоза).

Материалом для гистологического исследова-
ние служили фрагменты краниальной, средней и 
каудальной долей правого легкого, которые фик-
сировали 24 ч в 10%-м растворе формалина на 
фосфатном буфере, pH 7,4, промывали в проточ-
ной воде, обезвоживали в растворе «Изопреп» и 
заливали в парафиновую смесь «Гистомикс». Из 
парафиновых блоков готовили срезы толщиной 
4–5 мкм. Для обзорной гистологической оценки 
состояния легких, а также морфометрического 
исследования тканевых параметров респиратор-
ного отдела срезы окрашивали гематоксилином 
Джилла и эозином («Биовитрум»). Выявление 
коллагеновых волокон, оценку их состояния и ко-
личества производили с помощью окрашивания 
по ван Гизону («Биовитрум»). На парафиновых 
срезах толщиной 4 мкм выполняли иммуноги-
стохимическое исследование с использованием 
моноклональных мышиных антител к MMP-2 
и MMP-9 (Thermo Fisher Scientific, США). Ядра 
докрашивали гематоксилином («ПраймБио-
Мед») [5].

Микроскопию выполняли с помощью свето-
вого микроскопа Axioskop 40 (Carl Zeiss, ФРГ). 
Количественную оценку тканевых параметров 
и результатов иммуногистохимической реак-
ции проводили в программе Fiji (ImageJ) (NIH, 
США). Структуру респираторных отделов легких 
исследовали на срезах, окрашенных гематоксили-
ном и эозином, с помощью определения средне-
го линейного перехвата воздушных пространств 
(mean linear intercept, MLI) и объемной плотности 
межальвеолярных перегородок (Vvsep). На фото-
графиях срезов, окрашенных по ван Гизону, опре-
деляли удельный объем коллагеновых волокон 
межклеточного матрикса с помощью инструмен-
та Colour Threshold. Интенсивность иммуноги-
стохимической реакции на матриксные метал-
лопротеиназы определяли в ImageJ с помощью 
команды Colour Deconvolution по относительной 
площади иммунопозитивных участков (MMP-2) 
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и количеству положительно окрашенных клеток 
в воспалительном инфильтрате (MMP-9), резуль-
таты измерений преобразовывали в баллы [6].

Статистическую обработку проводили в па-
кете программ Statistica 12 (StatSoft, США). 
Взаимосвязь исследуемых признаков попарно 
оценивали при помощи коэффициента ранговой 
корреляции Спирмена. Критический уровень ста-
тистической значимости коэффициента корреля-
ции принимали равным p < 0,05.

Результаты 
При морфологическом исследовании на гисто-

логических препаратах животных наблюдались 

участки ателектазов, характеризующиеся интер-
стициальным отеком, полнокровием сосудов и 
воспалительной инфильтрацией межальвеоляр-
ных перегородок, которые способствуют сдавле-
нию альвеол. Другие участки ацинуса, напротив, 
эмфизематозно расширены. Многие альвеолы 
имели деформированный просвет и перерастяну-
тые стенки с множественными разрывами (рис. 1, 
б). Морфометрические параметры респираторно-
го отдела (Vvsep и MLI) демонстрировали выра-
женную отрицательную взаимосвязь (rs = –0,891, 
p = 0,0002). Изменения этих показателей указыва-
ли на обнаруженные нами эмфизематозные изме-
нения с противоположных сторон. Уменьшение 
Vvsep свидетельствует об их истончении и разры-

Рис. 1. �Состояние респираторного отдела легких овец после 1,5-часовой процедуры ИК и последующей 60-ми-
нутной реперфузии. Увеличение ×200. Окрашивание гематоксилином и эозином (а, б), по ван Гизону (в, 
г). Нормальная толщина межальвеолярных перегородок (а); эмфизематозное расширение ацинусов (б); 
удовлетворительное качество коллагеновых волокон в межальвеолярных перегородках (в); истончение и 
разрывы коллагеновых волокон межальвеолярных перегородок (г)

Fig. 1. �The condition of the respiratory zone of sheep lungs after a 1.5-hour artificial circulation followed by a 60-minute 
reperfusion. Magnification ×200. Hematoxylin and eosin staining (а, б), van Gieson staining (в, г). Normal 
thickness of the interalveolar septa (а); emphysematous enlargement of the acinuses(б); satisfactory quality of 
collagen fibers in the interalveolar septa(в); thinning and tearing of collagen fibers of the interalveolar septa (г)
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Рис. 2. �Иммуногистохимическая реакция на MMP-9 (а) и MMP-2 (б) в гистологических препаратах респира-
торного отдела легких овец после 1,5-часовой процедуры ИК и последующей 60-минутной реперфузии. 
Увеличение ×400. а – положительное окрашивание в цитоплазме клеток лимфогистиоцитарного ин-
фильтрата (1), эпителиоцитов бронхов (2), слабо положительная реакция в цитоплазме альвеолярных 
макрофагов (3); б – диффузное положительное окрашивание в интерстициальной и периваскулярной 
строме

Fig. 2. �Immunohistochemical reaction to MMP-9 (а) and MMP-2 (б) in histological preparations of the respiratory 
section of the sheep’s lungs after a 1.5-hour artificial circulation and subsequent 60-minute reperfusion. 
Magnification ×400. а – positive staining in the cytoplasm of lymphohistiocytic infiltrate cells (1), bronchial 
epithelial cells (2), weakly positive staining in the cytoplasm of alveolar macrophages (3); б – diffuse positive 
staining in the interstitial and perivascular stroma

вах, увеличение MLI, в свою очередь, говорит о 
расширении воздушных пространств.

На срезах с более однородной структурой 
легочной паренхимы, где стенки альвеол форми-
ровали нормальную толщину (рис. 1, а), волок-
на коллагена в межальвеолярных перегородках 
и стенках респираторных бронхиол отличались 
лучшим качеством: были ярко окрашены, с чет-
кими контурами и плотно прилегали друг к 
другу (рис. 1, в). Напротив, на срезах, демон-
стрирующих ярко выраженные эмфизематоз-
ные изменения, коллагеновые волокна в этих 
структурах были значительно истончены, имели 
бледно-розовое окрашивание и нечеткие конту-
ры. Множественные разрывы коллагеновых во-
локон создавали «эффект бахромы» на стенках 
альвеол за счет выступающих в просвет свобод-
ных концов волокнистых фрагментов (рис. 1, г). 
Vvsep и удельный объем коллагеновых волокон 
находились в тесной положительной взаимосвязи  
(rs = 0,709, p = 0,0146). 

Все исследуемые срезы демонстрировали 
положительную реакцию на MMP-2 и MMP-9. 
MMP-9 имела цитоплазматическую локализа-
цию, мы выявляли положительное окрашивание в 
клетках воспалительного инфильтрата и в альвео- 
лярных макрофагах и менее выраженную пози-

тивную реакцию в эпителии бронхов (рис. 2, а). 
MMP-2-положительные участки были равномер-
но распределены в интерстицальной строме и об-
разовывали ярко выраженные скопления вокруг 
кровеносных сосудов (рис. 2, б). Интенсивность 
иммунного окрашивания на MMP-9 в большин-
стве срезов оценивалась 2–3 баллами и была 
выше, чем интенсивность реакции на MMP-2  
(1 балл). При этом содержание металлопротеиназ 
в отдельных срезах изменялось однонаправленно 
(rs = 0,813, p = 0,0024).

Результаты корреляционного анализа также 
подтверждали коллагенолитическую активность 
металлопротеиназ. Выявлены статистически зна-
чимые отрицательные корреляции между удель-
ным объемом коллагеновых волокон и интен-
сивностью иммуногистохимической реакции на 
MMP-2 (rs = –0,706, p = 0,0152) и MMP-9 (rs =  
= –0,779, p = 0,0047), а также между содержани-
ем обеих металлопротеиназ и структурными па-
раметрами легочной паренхимы: в случае MLI 
эта связь закономерно оказалась положительной  
(rs = 0,752, p = 0,0076 для MMP-2 и rs = 0,861, p = 
= 0,0007 для MMP-9), а для Vvsep – отрицательной 
(rs = –0,738, p = 0,0095 для MMP-2 и rs = –0,843,  
p = 0,0011 для MMP-9).
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Обсуждение
Ишемия и последующая реперфузия создают 

условия, способствующие деструкции матрикса. 
Мигрирующие в легкие лейкоциты продуциру-
ют протеолитические ферменты (MMP, эласта-
за нейтрофилов), расщепляющие структурные 
белки интерстиция [7]. ИК способствует как 
увеличению синтеза MMP, так и их активации. 
Массивный выброс провоспалительных цитоки-
нов (IL-1, IL-6, TNF-α), кислородных радикалов 
стимулирует экспрессию металлопротеиназ, ко-
торые вовлекаются в протеазный каскад воспа-
ления [8–10]. Важно отметить, что в условиях 
воспаления нарушается баланс между MMP и их 
ингибиторами. Протеолитическая активность ме-
таллопротеиназ становится неконтролируемой, 
разрушаются как базальные мембраны, так и ин-
терстициальный матрикс легких [11].

Результаты нашего исследования подтвер-
ждают участие MMP-2 и MMP-9 в патогенезе 
посперфузионного легочного синдрома. Интен-
сивная иммуногистохимическая реакция свиде-
тельствует об их высоком содержании в легких 
после процедуры ИК, а выраженная отрицатель-
ная корреляция с объемом коллагеновых воло-
кон – о высокой активности. Описанную нами по-
ложительную взаимосвязь между содержанием  
MMP-2 и MMP-9, вероятно, можно объяснить це-
лым рядом «иных» причин – например, тем, что 
синтез обеих металлопротеиназ индуцируется 
одними и теми же цитокинами. 

Настоящее исследование свидетельству-
ет, что главный источник MMP-9 в легких при 
ИРП – это мигрирующие лейкоциты. MMP-2 же 
чаще всего попадает в легкие через проницаемую 
сосудистую стенку в результате экстравазации из 
плазмы. Повышенная проницаемость сосудистых 
стенок важна для миграции лейкоцитов и частич-
но вызвана этим процессом. Следовательно, вы-
явленное нами повышение содержания MMP-9 
и MMP-2 в легких является результатом нераз-
рывно связанных механизмов [12]. Итак, одно-
направленные изменения концентрации металло-
протеиназ в разных срезах указывают на общие 
механизмы ее увеличения. Общие связи с дру-
гими параметрами показывают согласованность 
активности MMP-2 и MMP-9 в остром периоде 
ИРП легких. 

В рамках настоящего исследования получе-
ны данные, указывающие на взаимосвязь между 
MMP-опосредованным лизисом коллагена и на-
блюдаемыми при ИРП эмфизематозными изме-
нениями. Наиболее комплексной является выяв-
ленная нами отрицательная зависимость между 
интенсивностью иммуногистохимической реак-

ции на MMP-2 и MMP-9 и структурными пара-
метрами легочной паренхимы, которая учитывает 
большое количество факторов. Помимо уже опи-
санной деструкции коллагена, металлопротеина-
зы осуществляют лизис эластических волокон. 
Изменение молекулярной организации эластина 
приводит к снижению пластичности и растяжи-
мости альвеолярных стенок [13]. Изменения в 
межклеточном матриксе неизбежно приводят к 
нарушениям морфологии и функции легочной 
паренхимы. Деградация соединительнотканных 
волокон стенок альвеол становится причиной 
эмфизематозного изменения легких. Исследова-
ния, включая наше, показывают, что MMP игра-
ют важную роль в развитии постперфузионного 
легочного синдрома. Показано, что их протеоли-
тическая активность значительно влияет на про-
грессирование эмфиземы [14, 15]. 

Воспаление также является важным фактором 
в патогенезе эмфиземы и ИРП. Однако если при 
классической эмфиземе речь идет о длительном, 
хроническом воспалении, то при ИРП воспаление 
острое и чрезвычайно интенсивное. Важнейшим 
фактором кардиохирургического вмешательства, 
который может объяснить столь стремительное 
развитие эмфизематозных изменений (в нашем 
эксперименте время от индукции ишемии до взя-
тия гистологического материала составило 2,5 ч), 
мы считаем применение ИВЛ. Аппарат ИВЛ обе-
спечивает принудительный вдох, создавая поло-
жительное давление подаваемой газовой смеси. 
Многократно повторяющиеся в течение ИВЛ 
циклы расширения-спадения альвеол приводят к 
повреждению их стенок по механизму shear-stress 
[1, 2, 4, 9, 15].

Заключение
Воспаление, интерстициальный отек, процес-

сы свободнорадикального окисления и, не в по-
следнюю очередь, протеолитическая активность 
матриксных металлопротеиназ создают распола-
гающий фон для механической травматизации 
альвеол избыточным давлением в ходе исполь-
зования аппарата ИВЛ. Повреждающее действие 
ИК и ИВЛ значительно накладываются и усили-
вают друг друга, приводя к нарушениям морфо-
логии респираторных отделов легких.
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