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Гипоксия как возможный регулятор 
активности эпикардиальных клеток 
мезотелия после инфаркта миокарда

Цель Изучить влияние гипоксии на  активность эпителиально-мезенхимального перехода (ЭМП) 
в клетках эпикарда, способствующего образованию специализированного микроокружения.

Материал и методы В работе использована модель экспериментального инфаркта миокарда, сформированная путем 
перевязки передней нисходящей коронарной артерии. Исследование активности клеток эпикар-
да после гипоксического воздействия проведено с использованием маркера гипоксии пимонида-
зола, бромдезоксиуридина и иммунофлуоресцентных методов окрашивания криосрезов сердца, 
а также клеточной культуры мезотелия in vitro.

Результаты Обнаружено, что в неповрежденном сердце поддерживаются покоящееся состояние клеток мезо-
телия, низкий уровень их пролиферации и продукции белков внеклеточного матрикса и активно-
сти ЭМП. Острое ишемическое повреждение обеспечивает развитие умеренной гипоксии в обла-
сти эпикарда / субэпикарда, что вызывает ее глобальную перестройку, связанную с вступлением 
клеток в ЭМП, изменением клеточного состава и накоплением белков внеклеточного матрикса. 
Мы обнаружили, что результатом вхождения клеток мезотелия в ЭМП может быть образование 
предшественников гладкомышечных клеток и  фибробластов, а  также популяции кардиальных 
прогениторных клеток Sca-1+, которые могут как участвовать в построении новых сосудов, так 
и служить мезенхимальным звеном для паракринной поддержки клеток микроокружения. В экс-
периментах in vitro мы показали, что  72-часовая гипоксия способствует активации генов регу-
ляторов ЭМП, вызывает разборку межклеточных контактов, разобщение клеток и  увеличение 
их пластичности.

Заключение Эпикард взрослого сердца служит неким «репаративным резервом», который способен реакти-
вироваться под влиянием гипоксического воздействия. Это создает основу для разработки под-
хода для воздействия на эпикард, направленного на модуляцию его активности с целью регуляции 
репаративных процессов.
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Введение
На  протяжении нескольких десятков лет хрониче-

ская сердечная недостаточность (ХСН) сохраняет ли-
дирующие позиции как  важнейшая медико-социальная 
проблема современности [1]. Несмотря на  широкую 
распространенность заболевания (2 % в  Западной Евро-
пе и США, 7 % в России), ежегодный прогрессирующий 
рост числа заболевших и  проведение крупных исследо-

ваний, полное понимание молекулярных и  физиологиче-
ских механизмов, лежащих в  основе этого заболевания, 
так и не  достигнуто. В  связи с  этим наблюдается повы-
шенный интерес к  изучению механизмов поддержания 
клеточного гомеостаза сердца и регуляции репаративной 
регенерации с целью поиска новых мишеней для предот-
вращения развития и прогрессирования ХСН [2–4]. Од-
ной из таких мишеней является эпикард.
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Эпикард  – наружный, плотно примыкающий к  мио-

карду слой стенки сердца, образованный клетками эпи-
кардиального мезотелия, коллагеновыми и  эластически-
ми волокнами, который рассматривается с позиции важ-
нейшего координатора физиологических / репаративных 
процессов в  сердце [5]. В  период эмбриогенеза клетки 
эпикарда вступают в  эпителиально-мезенхимальный пе-
реход (ЭМП), что ведет к образованию прогениторных 
клеток, имеющих выраженный секреторный потенциал 
[6, 7], миграционные свойства и  способность к  диффе-
ренцировке с  образованием гладкомышечных и  эндоте-
лиальных клеток коронарных сосудов, периваскулярных 
фибробластов, мезенхимальных клеток зачатков буду-
щих клапанов сердца, интерстициальных фибробластов 
и  части клеток эндокарда [8–11]. Нарушение функцио-
нирования клеток мезотелия приводит к  серьезным де-
фектам развития миокарда, коронарных артерий, прово-
дящей системы сердца и его клапанов [12–16]. Начиная 
со  второй половины беременности, клетки эпикарди-
ального мезотелия постепенно утрачивают способность 
к пролиферации, превращаются в слой покоящихся кле-
ток эпикарда и  остаются таковыми в  постнатальном пе-
риоде [17]. Однако при  остром ишемическом повреж-
дении миокарда в  клетках эпикарда частично реакти-
вируется эмбриональная программа экспрессии генов 
(Wt1, Raldh2 и Tbx18) [18–20], что ведет к запуску про-
лиферации эпикардиальных клеток, которые вступают 
в  ЭМП и  участвуют в  репарации [21, 22]. Регулятора-
ми такой активации служат трансформирующий фактор 
роста бета, тромбоцитарный фактор роста, ретиноевая 
кислота, фактор роста фибробластов, сигнальные пути 
Hippo / Yap, Sonic Hedgehog и  белки внеклеточного ма-
трикса [23–32], которые в  комбинации с  гипоксией ре-
ализуют клеточный ответ на  повреждение. Несмотря 
на  наличие публикаций, подтверждающих участие ги-
поксии и  факторов, индуцированных гипоксией (HIF) 
[33, 34], в  регуляции активности ЭМП и  дифференци-
ровки клеток эмбрионального эпикарда, механизмы ре-
гуляции клеток постнатального эпикардиального мезо-
телия остаются малоизученными.

Мы предположили, что возникновение гипоксии в зо-
не эпикарда / субэпикарда после трансмурального инфар-
кта миокарда (ИМ) может служить стимулом для актива-
ции клеток эпикарда, связанной со вступлением в ЭМП, 
переключением на гликолитический тип энергетического 
обмена, изменением экспрессионного профиля и  проли-
феративной активности.

Цель
Изучение влияния гипоксии на  активность ЭМП 

в  клетках эпикарда, способствующего образованию спе-
циализированного микроокружения.

Материал и методы
Животные

В  работе использовались самцы мышей линии 
C57BL / 6 (возраст 12 нед) и  крыс линии Wistar (воз-
раст 13 нед), содержавшиеся в  питомнике лаборатор-
ных животных ФГБУ НМИЦ кардиологии Минздрава 
России. Эксперименты одобрены этическим комитетом 
ФГБУ «НМИЦ кардиологии» и  выполнены в  соответ-
ствии с  действующими правилами, регламентирующи-
ми проведение экспериментов на лабораторных живот-
ных и условия их содержания [Хельсинкская декларация, 
2000 г.; Приказ МЗ СССР №755 от  12.08.77 «О  ме-
рах по дальнейшему совершенствованию форм работы 
с  использованием «экспериментальных» животных»; 
Правила проведения качественных клинических испы-
таний в  Российской Федерации (утверждены МЗ РФ 
29.12.98)].

Моделирование ИМ и подготовка образцов
Экспериментальный ИМ моделировали путем ли-

гирования передней нисходящей коронарной артерии 
по  описанным ранее методикам [35]. Выведение жи-
вотных из  эксперимента (эвтаназия) проводили на  3, 5, 
7  и  14-е сутки после моделирования ИМ, что  отражало 
разные периоды репаративного процесса. В каждой груп-
пе, включая контрольную, ложно оперированную группу, 
было от 3 до 5 животных.

Оценка толщины эпикардиальной / 
субэпикардиальной области распределения 
производных клеток Wt1+ эпикарда 
и белков внеклеточного матрикса

Для  исследования распределения клеток эпикар-
да и  толщины субэпикардиальной области использова-
ли криосрезы сердец, окрашенные гематоксилином и эо-
зином. Криосрезы фиксировали в течение 20 мин в 96 % 
этиловом спирте, затем промывали в дистиллированной 
воде и окрашивали гематоксилином в течение 5 мин. По-
сле окраски срезы промывали в проточной воде и диффе-
ренцировали в 1 % солянокислом спирте с последующей 
отмывкой в проточной воде (10 раз по 5 мин). Затем сре-
зы помещали на 5 мин в дистиллированную воду, окраши-
вали 1 % водным раствором эозина в течение 1 мин. По-
сле окрашивания слайды промывали дистиллированной 
водой, обезвоживали и  монтировали, используя среду 
на основе ксилола. Количественный анализ толщины суб-
эпикарда проводили с  использованием программного 
обеспечения Image J.

Для  визуализации белков внеклеточного матрик-
са, клеток эпикарда Wt1+ и их  производных использо-
вали иммунофлуоресцентное окрашивание криосрезов 
стенки сердца. Замороженные криосрезы фиксировали 
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3,7 % параформальдегидом (20 мин) или  ледяным ацето-
ном (в зависимости от спецификации антител) и промы-
вали фосфатно-солевым буфером (ФСБ) в течение 5 мин. 
При  оценке внутриклеточных маркеров дополнитель-
но обрабатывали срезы 0,1 % раствором Тритона X100 
(5  мин). Для  подавления неспецифического связывания 
антител срезы миокарда блокировали раствором, содер-
жащим 1 % бычьего сывороточного альбумина (БСА), 
10 % сыворотки донора вторых антител в ФСБ (30 мин). 
После этого криосрезы окрашивали антителами к  мар-
керам активированного эпикарда Wt1+ и фибулину, бел-
кам внеклеточного матрикса (фибронектин, коллаген  I, 
коллаген III), маркерам фибробластов (CD90, вимен-
тин), прогениторных клеток (SCA-1), эндотелиальных 
клеток (Pecam, фактор Виллебранда), гладкомышечных 
клеток (SMA, калпонин) в  течение 1 ч, затем промыва-
ли в  ФСБ и  окрашивали антителами, конъюгированны-
ми с Alexa Fluor 488 / 594. Ядра клеток окрашивали DAPI 
(4′,6-diamidino-2-phenylindole).

Оценка пролиферативной активности 
клеток в зоне эпикарда / субэпикарда

Для оценки пролиферативной активности клеток эпи-
карда после ишемического повреждения был использо-
ван бромдезоксиуридин (БРДУ) – синтетический нукле-
озид, аналог тимидина, который позволяет визуализиро-
вать пролиферирующие клетки при окрашивании срезов 
миокарда антителами к нему. БРДУ вводили внутрибрю-
шинно (1 раз в сутки, 100 мг / кг массы животного, в тече-
ние 5 дней перед эвтаназией). Встраивание БРДУ в ДНК 
делящихся клеток (наличие его в  ядрах клеток) опреде-
ляли путем иммунофлуоресцентного окрашивания ан-
тителами к  БРДУ с  вторичными антителами Alexa Fluor 
488. Перед окрашиванием срезы стандартно фиксиро-
вали формалином и  блокировали неспецифическое свя-
зывание антител раствором, содержащим 1 % БСА, 10 % 
сыворотки донора вторых антител в  ФСБ (30 мин). До-
полнительно срезы обрабатывали 2Н соляной кисло-
той в течение 30 мин (37 °С) для денатурации ДНК. Кис-
лоту нейтрализовали 0,1М боратным буфером (2  раза 
по  5  мин). Активированные клетки эпикарда визуализи-
ровали с помощью антител к фибулину-5 и вторичных ан-
тител Alexa Fluor 488.

Оценка гипоксического профиля 
клеток в зоне эпикарда / субэпикарда

Для  исследования гипоксического статуса клеток 
мио карда использовали пимонидазол, который входит 
в  состав коммерческого набора Hypoxyprobe™ Kit. Пи-
монидазол вводили внутрибрюшинно (60 мг / кг массы 
животного) крысам линии Wistar за 2 ч до проведения эв-
таназии. Инъекции пимонидазола выполняли интактным 

животным, а также крысам после моделирования ИМ (че-
рез 5 и 14 дней после операции), по 3 животных в группе. 
После выведения животных из  эксперимента сердца из-
влекали из грудной клетки, промывали ФСБ, затем погру-
жали в кювету со средой для заморозки и замораживали 
в парах жидкого азота. Делали серийные срезы на крио-
стате по 7 мкм с интервалом 250 мкм. Срезы сердца фик-
сировали формалином, промывали ФСБ, инкубирова-
ли в 1 % растворе БСА с 10 % сыворотки донора вторых 
антител 30  мин. Наносили на  срезы антитела к  пимони-
дазолу в  разведении 1:100 и  инкубировали при  темпера-
туре 4 °С в течение 8 ч. Отмывали срезы в растворе ФСБ 
3 раза по 5 мин, затем окрашивали вторичными антитела-
ми Alexa Fluor 594.

Выделение клеток эпикарда мыши 
и моделирование гипоксического воздействия

Для  получения клеток эпикарда сердца мышат (воз-
раст 2–3 дня) извлекали из  грудной полости, промыва-
ли в  растворе Кребса–Рингера с  гепарином, переноси-
ли в 5 мл раствора трипсина (в расчете на 6 сердец) и ин-
кубировали трижды по  5 мин при  температуре 37 °С 
в  термошейкере Hybaid. После этого сердца извлека-
ли, к  полученной суспензии клеток добавляли 5 мл сре-
ды для  инактивации фермента (среда IMDM, содержа-
щая 20 % фетальной сыворотки теленка – ФСТ) и  цен-
трифугировали при  300g в  течение 10 мин. Осадок 
ресуспензировали в  среде IMDM для  клеток эпикар-
да, содержащей 1 % ФСТ, 10 мкM ингибитора SB431542 
и  антибиотики, и  переносили в  чашки, покрытые жела-
тином. Среду меняли каждые 2 сут. Для проведения экс-
периментов использовали клоны клеток эпикарда, полу-
ченные с  помощью цилиндров для  клонирования, име-
ющие подтвержденный иммунофенотип и морфологию. 
Для  моделирования гипоксии использовали инкубатор 
New Brunswick™ Scientific. Культивирование клеток эпи-
карда в условиях 21 % и 3 % кислорода проводили в тече-
ние 24 и 72 ч.

Оценка морфологии и плотных контактов 
в клетках эпикарда, культивированных 
в условиях 21 % и 3 % кислорода

Морфологию клеток определяли с  помощью фазово-
контрастной микроскопии. Плотные контакты в клетках 
эпикарда, культивированных в условиях 21 % и 3 % кисло-
рода, исследовали с  помощью иммуноцитохимии. Клет-
ки пермеабилизировали 0,1 % раствором Тритона X-100 
(5 мин) и окрашивали антителами к маркеру ZO-1 в тече-
ние 1 ч. Затем клетки промывали и окрашивали антитела-
ми, конъюгированными с Alexa Fluor 488 (1:800, в тече-
ние 60 мин при температуре 37 °C). Ядра клеток окраши-
вали с помощью DAPI.
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Микроскопия и анализ изображений

Анализ клеток и криосрезов миокарда проводили с ис-
пользованием флюоресцентного микроскопа Axiovert 
200 M и программного обеспечения AxioVision 4.7.

Подготовка образцов и полимеразная 
цепная реакция в реальном времени

Рибонуклеиновые кислоты выделяли из  клеток с  по-
мощью набора Quiagen. Реакцию обратной транскрип-
ции проводили с  использованием набора реагентов 
Maxima First Strand cDNA Synthesis  Kit. Полимераз-
ную цепную реакцию в  реальном времени выполняли 
на амплификаторе Step One Plus Real-Time PCR System 
по  стандартному протоколу с  использованием следую-
щих праймеров: SNAI1 (for: ACATCCGAAGCCACA-
CG; rev: GTCAGCAAAAGCACGGTTG), SNAI2 (for: 
ACACATTAGAACTCACACTGGG; rev: TGGAGA AG-
GTT TTG GAGCAG), Wt1 (for: AGCACGGTCACTT TC-
G ACG; rev: GTTTGAAGGAATGGTT GG GGAA), Ly6a 
(Sca-1) (for: GAGGCAGCAGTTATTGTGGAT; rev: CGT-
TGAC CTTAGTACCCAGGA).

Статистический анализ полученных данных прово-
дили с  помощью пакета программ Statistica 8.0. Дан-
ные представлены в  виде среднего значения и  стандарт-
ного отклонения (М±SD). Сравнение данных проводи-
лось с  помощью критерия U Манна–Уитни и  критерия 
Вилкоксона. Различия считали статистически значимыми 
при p<0,05.

Результаты
Ключевым патофизиологическим компонентом ИМ 

является гипоксия, которая активирует сигнальный путь 
HIF [36] и  запускает широкий спектр клеточных реак-
ций, включая регуляцию экспрессии генов и  посттранс-
ляционные модификации белков. Для изучения влияния 
тканевой гипоксии на активность клеток эпикарда были 
исследованы срезы сердец животных, полученных после 
моделирования ИМ. Сравнительный гистологический 
анализ срезов неповрежденных сердец крысы и  сердец 
после экспериментального ИМ показал существенные 
различия в  организации эпикардиального микроокру-
жения. В  неповрежденном сердце эпикард представля-
ет собой тонкий слой, образованный 2–4 слоями клеток 
(рис. 1,  А–Г), который расположен на  базальной мем-
бране, состоящей из  белков внеклеточного матрикса. 
При остром ишемическом повреждении сердца происхо-
дит 8–12-кратное увеличение толщины эпикардиальной 
области, которая структурно разделяется на 2 части: эпи-
кард с высокой плотностью клеток и субэпикард с более 
низким уровнем компактизации (рис. 1,  Д). После ИМ 
в субэпикарде визуализируется значительное количество 
белков межклеточного матрикса, коллагена I, III типов 

и фибронектина (рис. 1, Е–З), что может быть следствием 
активации ЭМП в  клетках эпикарда с  образованием ме-
зенхимных производных, активно продуцирующих белки 
внеклеточного матрикса.

Окрашивание срезов сердца антителами к маркеру ак-
тивированного эпикарда Wt1+ показало, что в  составе 
эпикарда и субэпикарда после ИМ формируются клетки, 
экспрессирующие данный транскрипционный фактор. 
Наибольшее количество таких клеток образовывалось 
на 7–14-й день после ИМ (рис. 2). В эпикарде неповреж-
денного сердца (рис. 2,  А) клетки Wt1+ не  обнаружива-
ются, что позволяет считать их появление одним из важ-
ных признаков активации эпикарда.

Для оценки связи активации клеток эпикарда и уров-
ня гипоксии в области эпикарда / субэпикарда были про-
ведены эксперименты с  использованием пимонидазо-
ла [37], который вводили внутрибрюшинно крысам 
контрольной группы и  после моделирования ИМ. Пи-
монидазол метаболизируется клетками, находящими-

А, Д – окраска гематоксилином и эозином; окраска антителами 
на коллаген I (Б, Е – зеленый), коллаген III (В, Ж – зеленый); фи-
бронектин (Г, З  – красный). Ядра клеток окрашены DAPI (си-
ний). Желтыми стрелками отмечена линия эпикарда. Желтая 
пунктирная линия отделяет зону эпикарда / субэпикарда от мы-
шечной ткани.

Рисунок  1. Репрезентативные изображения 
гистологического и иммунофлуоресцентного 
окрашивания срезов интактного / неповрежденного 
сердца (А–Г) и через 7 дней (Д–З) после моделирования 
инфаркта миокарда. Фотографии ткани сердца
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ся в состоянии гипоксии, и его метаболиты могут быть 
идентифицированы с помощью специфических антител 
(рис. 3) [38, 39].

Гистологический анализ показал, что  специфическое 
окрашивание на метаболиты пимонидазола имеется толь-
ко в образцах, взятых у животных с ИМ, локализуется пре-
имущественно в зоне миокарда и лишь в единичных клет-
ках  – в  эпикардиальной области. Следует отметить, что 
по сравнению с 5-м днем после ИМ, к 14-му дню область 
позитивного окрашивания на  метаболиты пимонидазола 
смещается от эпикарда вглубь стенки сердца (рис. 3). Учи-
тывая, что  использование пимонидазола позволяет реги-

А  – клетки Wt1+; Б  – клетки Sca1+; В  – клетки Wt1+Sca1+; 
ИМ – инфаркт миокарда.
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Рисунок  2. Графики количественной оценки клеток эпикарда, 
экспрессирующих Wt1+ и Sca-1+, в неповрежденном 
сердце и на разных сроках после ИМ (на 3, 7 и 14-е сутки): 
число клеток в поле зрения в зоне эпикарда/субэпикарда

Рисунок  3. Репрезентативные изображения распределения 
сосудов и метаболитов пимонидазола на срезах 
неповрежденного миокарда (А) крысы и после инфаркта 
миокарда (указано стрелками) на 5-й (Б) и 14-й (В) дни 

Представлены репрезентативные изображения иммунофлуо-
ресцентного окрашивания сосудов (фактор Виллебранда  – зе-
леный) и метаболитов пимонидазола (красный) в стенке сердца.

Представлены репрезентативные изображения иммунофлуорес-
центного окрашивания клеток эпикарда на маркер плотных меж-
клеточных контактов (ZO1  – зеленый) после культивирования 
в условиях нормоксии (А) и гипоксии (Б); В – график оценки 
экспрессии генов-регуляторов эпителиально-мезенхимального 
перехода в клетках эпикарда после культивирования в условиях 
нормоксии (красные столбцы) и гипоксии (3 % O2; фиолетовые 
столбцы). Уровень экспрессии генов в клетках, культивирован-
ных в условиях нормоксии, принят за единицу.
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после гипоксического воздействия 
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стрировать метаболическую активность клеток, находя-
щихся в условиях высокой степени гипоксии при <1 % О2 , 
можно предположить, что при  возникновении трансму-
рального ИМ жесткая гипоксия развивается лишь в  не-
большой части клеток, а преимущественное большинство 
существует в зоне умеренной недостаточности кислорода.

Для  подтверждения участия гипоксии в  регуляции 
активности эпикарда были проведены эксперименты 
in vitro путем моделирования умеренной гипоксии – 3 % 
O2 (рис. 4). Показано, что  культивирование клеток эпи-
карда в  течение суток в  гипоксических условиях не  со-
провождалось повышением экспрессии генов-регулято-
ров ЭМП (SNAI1, SNAI2, Wt1). При  более длительном 
(72 ч) культивировании в  гипоксической среде наблюда-
лось изменение морфологии клеток эпикарда, что  про-
являлось в  потере «кубовидной» формы, разрушении 
ZO1+ межклеточных контактов и  приобретении фибро-
бластоподобного фенотипа. Обнаруженные изменения 
сочетались с повышением экспрессии генов-регуляторов 
ЭМП и Ly6a (Sca-1), что указывает на признаки эпители-
ально-мезенхимальной трансформации.

Учитывая выявленное увеличение экспрессии генов 
ЭМП, повышение числа клеток Wt1+ и  значительное 
утолщение субэпикардиальной области после ишеми-
ческого повреждения, мы провели исследование проли-
феративной активности клеток эпикарда. Известно, что 
в период эмбриогенеза активация эпикарда сопровожда-
ется усилением пролиферативной активности его клеток 
[40]. Для оценки уровня пролиферации клеток эпикарда 
и визуализации пролиферирующих клеток использовали 
БРДУ. Было установлено, что через 5 дней после ИМ в об-
ласти эпикарда / субэпикарда происходит 8-кратное уве-
личение числа пролиферирующих клеток по сравнению 
с их числом в неповрежденном сердце (5±2 и 40±12 кле-
ток в поле зрения соответственно). В дальнейшем рост 
числа пролиферирующих клеток продолжался и  дости-
гал 102±16 БРДУ+ клеток в  поле зрения, что  соответ-
ствует динамике увеличения толщины субэпикардиаль-
ной области после ИМ. Мы показали, что  новообразо-
ванное субэпикардиальное микроокружение после ИМ 
включает не только белки внеклеточного матрикса (кол-
лагены и  фибронектин), но и  различные типы клеток. 
Было обнаружено значительное накопление в этой обла-
сти клеток активированного эпикарда, а  также его про-
изводных – клеток Wt1+ с маркерами гладкомышечных 
клеток и фибробластов (рис. 5).

Наряду с  этим мы обнаружили аккумуляцию в  об-
ласти субэпикарда клеток Wt1+, коэкспрессирующих 
маркер кардиальных прогениторных клеток Sca-1 [41, 
42] (см. рис. 2, Б, В; см. рис. 5, Ж), что может указывать 
на  эпикардиальное происхождение этих клеток путем 
вступления в  ЭМП. В  неповрежденной субэпикарди-

альной области определяются единичные клетки Sca-1+ 
в  поле зрения, при  этом их  количество значительно воз-
растало после ИМ (на 3-й день —12±3 клетки в поле зре-
ния, на 7-й день – 22±5 клеток в поле зрения)

Обсуждение
Приведенные данные указывают, что  низкое напря-

жение кислорода (гипоксия) в сердце является важным 
фактором, участвующим в  ремоделировании эпикарди-
ального микроокружения после ИМ. В  неповрежден-
ном сердце поддерживаются покоящееся состояние кле-
ток мезотелия, низкий уровень их  пролиферации, спо-
собности к  продукции белков внеклеточного матрикса 
и  активности ЭМП. И  напротив, острое ишемическое 
повреждение вызывает глобальную перестройку эпи-
кардиальной области и  изменение клеточного соста-
ва. В  экспериментах in vitro мы показали, что  72-часо-
вая гипоксия способствует активации генов регулято-
ров ЭМП, вызывает разборку межклеточных контактов, 
разобщение клеток и увеличение их пластичности. Мы 
обнаружили, что результатом вхождения клеток мезоте-

А  – окрашивание антителами к  маркеру активированных кле-
ток эпикарда  – фибулину (красный) и  БРДУ (зеленый, ядерное 
окрашивание); Б  – окрашивание антителами на  Wt1 (зеленый) 
и Pecam (эндотелиальные клетки, красный); В – окрашивание ан-
тителами на Wt1 (красный) и калпонин (зеленый); Г – окрашива-
ние антителами на Wt1 (красный) и SMA (зеленый); Д – окраши-
вание антителами на Wt1 (красный) и CD90 (зеленый); Е – окра-
шивание антителами на  Wt1 (красный) и  виментин (зеленый); 
Ж  – окрашивание антителами на  Wt1 (красный) и  Sca-1 (зеле-
ный). Стрелки указывают на колокализацию сигналов красителей.

Рисунок  5. Репрезентативные изображения 
иммунофлуоресцентного окрашивания срезов сердца 
крысы на 7-й день после моделирования инфаркта 
миокарда антителами к маркерам клеток эпикардиального 
мезотелия и сосудистых клеток-предшественниц 
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лия в ЭМП может быть образование предшественников 
гладкомышечных клеток и фибробластов, а также попу-
ляции кардиальных прогениторных клеток Sca-1+, ко-
торые могут как  участвовать в  построении новых со-
судов, так и  служить мезенхимальным звеном для  пара-
кринной поддержки клеток микроокружения [43, 44]. 
Удивительной находкой было обнаружение накопления 
белков внеклеточного матрикса в эпикардиальном / суб-
эпикардиальном пространстве, что организует уникаль-
ные условия для  эпикардиальных клеток-производных, 
обеспечивая изоляцию от  нижележащей ткани и  воспа-
лительных клеток. Вместе с тем  при  развитии трансму-
рального ИМ область эпикарда не  подвергается тяже-
лому гипоксическому воздействию. Можно предполо-
жить, что в  определенной степени тканепротективное 
действие на  эпикард оказывает перикардиальная жид-
кость, являющаяся ультрафильтратом плазмы и  содер-
жащая большое количество различных белковых фак-
торов и  растворенный кислород. Ранее было показано, 
что у пациентов с тампонадой сердца давление кислоро-
да в перикардиальной жидкости было ниже, чем в веноз-
ном русле, но достигало в среднем 14 мм рт. ст., варьируя 
от  5 до  24 мм рт. ст. [45]. В  другом исследовании у  со-
бак с  перикардиальным экссудатом давление кислоро-
да в перикардиальной жидкости и в вене не различалось 
и  составляло около 35 мм рт. ст. [46]. Эти показатели 
были выше, чем в гипоксических условиях – 7 мм рт. ст., 
1 % О2. Эти данные позволяют предположить, что  от-
носительно высокая концентрация кислорода сохраня-
ется в перикардиальной жидкости и при ИМ, учитывая, 
что  кровоснабжение перикарда в  отличие от  эпикарда 
и миокарда идет за счет перикардо-диафрагмальной ар-
терии и  перикардиальных ветвей грудной аорты. Диф-
фузия кислорода из  перикардиальной жидкости в  эпи-
кард / субэпикард может препятствовать развитию в нем 
тяжелых гипоксических условий, и тем  самым в  опре-
деленной степени защищать данную зону от  поврежде-
ния и  обес печивать сохранность регенеративного по-
тенциала эпикардиальной клеточной ниши. Формирова-
ние зоны умеренной гипоксии (2–3 %) в зоне эпикарда 
способствует перестройке эпикардиального микроо-
кружения. Результаты многочисленных работ показы-
вают, что  гипоксия может контролировать клеточное 
микроокружение путем активации сигнального пути 
HIF (фактора, индуцируемого гипоксией) [47]. В  нор-
моксических условиях ферменты пролилгидроксилазы 
1, 2 и 3-го типов (PHD1 / 2 / 3) и белок Гиппель–Линдау 
(Von Hippel  – Lindau) осуществляют комплексное воз-
действие на факторы HIF-1 и HIF-2, вызывая их проте-
асомную деградацию [48]. В  условиях гипоксии HIF-1 
и  HIF-2 стабилизируются и  координируют клеточный 
ответ на  гипоксию, активируя программы экспрессии 

генов для клеточной адаптации в условиях кислородной 
недостаточности [48]. Это достигается за  счет опосре-
дованной HIF модуляции ЭМП путем повышения се-
креции TGFb и  активации факторов транскрипции 
SNAIL1, SNAIL2, TWIST, SIP1 и ZEB1. Такой механизм 
регуляции активности ЭМП был продемонстрирован 
на разных клеточных линиях после гипоксического воз-
действия или конститутивной экспрессии фактора HIF. 
Возможно, именно ЭМП, индуцируемый HIF, являет-
ся механизмом формирования эпикардиальной «кле-
точной ниши», образуя исходную стволовую / проге-
ниторную клетку Sca-1+, которая преимущественно ис-
пользует цитоплазматический гликолиз и противостоит 
гипоксическому стрессу. Вместе с тем  гипоксическое 
воздействие способствует активации эпикардиального 
пула клеток, образованию эпикардиальных клеток-пред-
шественниц, обес печивая гетерогенность клеточно-
го состава микроокружения. Вероятно, это необходи-
мо для  обеспечения зоны повреждения клетками раз-
ных типов для быстрого формирования рубцовой ткани 
и сосудов de novo [49], а также разнонаправленных па-
ракринных репаративных сигналов. Ярким примером 
такой регуляции может служить фоллистатинподобный 
белок (Fstl-1), который секретируется клетками эпикар-
да [50]. Продукция Fstl-1 сохраняется на высоком уров-
не в эмбриональном сердце, но практически полностью 
исчезает во взрослом органе. Однако в ответ на острое 
ишемическое повреждение активированные клетки ми-
окарда начинают вновь продуцировать этот белок [51], 
что  обеспечивает повышение выживаемости кардиоми-
оцитов в зоне ишемии, стимуляцию их вступления в кле-
точный цикл, активацию артериогенеза и другие карди-
опротективные эффекты.

Заключение
Таким образом, эпикард взрослого сердца служит не-

ким резервным «клеточным депо», которое способно 
реактивировать свой репаративный потенциал под вли-
янием гипоксического воздействия. Это создает осно-
ву для  разработки подходов таргетного воздействия 
на  эпикард, направленного на  модуляцию его активно-
сти с целью регуляции репаративных процессов.
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