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РЕЗЮМЕ

Цель. Разработать экспериментальную модель хронической тромбоэмболической легочной гипертензии 
(ХТЭЛГ) у крыс с помощью эмболизации сосудистого русла легких микроинкапсулированным фибрином 
(МФ).

Материалы и методы. Микроинкапсулированный фибрин изготавливался путем заключения в альгинат 
натрия частиц фибрина размером меньше 71 мкм. В качестве альтернативных эмболизирующих частиц 
использовался неинкапсулированный фибрин с размером частиц 71–200 мкм. Экспериментальное 
моделирование проведено на самцах крыс линии Вистар. Животные были разделены на четыре группы. 
Контроль (КОН) (n = 7) – внутривенно вводился физиологический раствор. НФ8 (n = 14) – в качестве 
эмболизирующих частиц вводился неинкапсулированный фибрин 8 раз с интервалами в 4 дня. МФ5  
(n = 14) – МФ в объеме 0,5 мл (9 047 ± 430 частиц) вводился внутривенно 5 раз с интервалами в 5 дней. МФ8 
(n = 14) – МФ вводился 8 раз с интервалами в 4 дня. Через 6 нед после последнего введения эмболизирующих 
частиц выполнялись катетеризация сердца с манометрией и гистологическое исследование легких.

Результаты. По данным катетеризации сердца, систолическое давление в правом желудочке (СДПЖ) 
в группе МФ8 было значимо выше по сравнению с крысами из группы КОН и НФ8 (p < 0,05). Индекс 
гипертрофии и процент коллагеновых волокон в структуре сосудистой стенки ветвей легочной артерии 
были значимо выше в группах МФ5 и МФ8, чем в группах КОН и НФ8 (p < 0,01). Значимых различий 
между группами МФ5 и МФ8 выявлено не было.

Заключение. Разработана репрезентативная модель ХТЭЛГ на крысах, характеризующаяся стабильным 
повышением СДПЖ и выраженными структурными изменениями ветвей легочной артерии.
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ВВЕДЕНИЕ 

Хроническая тромбоэмболическая легочная ги-
пертензия (ХТЭЛГ) является осложнением тромбо-
эмболии легочной артерии (ТЭЛА) [1]. Эта форма 
легочной гипертензии характеризуется нарушением 
лизиса тромбоэмболов, микрососудистым пораже-
нием и, как следствие, стабильным повышением дав-
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ABSTRACT

Aim. To develop a model of chronic thromboembolic pulmonary hypertension (CTEPH) in rats by embolization of 
the pulmonary vascular bed with microencapsulated fibrin (MF).

Materials and methods. Microencapsulated fibrin (MF) was prepared by encapsulating fibrin particles smaller 
than 71 μm in sodium alginate. Non-encapsulated fibrin with a particle size of 71–200 µm was used as an alternative 
embolic particle. Modeling was performed on male Wistar rats. The animals were divided into 4 groups. Intact 
(INT) animals (n = 7) were administered normal saline intravenously. In the NF8 group (n = 14), non-encapsulated 
fibrin was injected as embolic particles 8 times every 4 days. In the MF5 group (n = 14), 0.5 ml MF (9,047 ±  
430 particles) was administered intravenously 5 times every 5 days. In the MF8 group (n = 14), MF was administered 
8 times every 4 days. Six weeks after the last injection of embolic particles, cardiac catheterization with manometry 
and histologic examination of the lungs were performed.

Results. According to cardiac catheterization, right ventricular systolic pressure (RVSP) in the MF8 group was 
significantly higher compared to rats from the INT and NF8 groups (p < 0.05). The hypertrophy index and the 
percentage of collagen fibers in the structure of the vascular wall of the pulmonary artery branches were significantly 
higher in the MF5 and MF8 groups than in the INT and NF8 groups (p < 0.01). There were no significant differences 
between the MF5 and MF8 groups.

Conclusion. A representative CTEPH model in rats was developed, characterized by a stable increase in RVSP and 
pronounced structural changes in the branches of the pulmonary artery.
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ления в легочной артерии и легочного сосудистого 
сопротивления [2]. 

Указанные выше изменения приводят к гипертро-
фии правого желудочка (ПЖ), что в конечном итоге 
влечет за собой дилатацию и недостаточность ПЖ. 
Десятилетняя выживаемость пациентов с ХТЭЛГ, не 
получающих специфической терапии, при среднем 
давлении в легочной артерии более 50 мм рт. ст. со-
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ставляет 5%, в то время как у пациентов, перенесших 
ТЭЛА без значимого повышения давления в легочной 
артерии, выживаемость превышает 50% [3]. Несмотря 
на активное развитие хирургических и медикаменто-
зных подходов к лечению ХТЭЛГ, эффект от прово-
димой терапии остается недостаточным [1]. При этом 
доклиническое исследование новых терапевтических 
подходов затруднено из-за отсутствия эксперимен-
тальной модели, которая способна в достаточной сте-
пени отражать патофизиологические и структурные 
изменения сосудистого русла легких при ХТЭЛГ. 

В настоящее время существует два основных под-
хода к моделированию ХТЭЛГ: использование есте-
ственных тромбоэмболов и искусственных эмбо-
лизирующих частиц [4]. Применение естественных 
тромбоэмболов обычно сочетается с использованием 
ингибиторов фибринолиза, таких как транексамовая 
кислота [5–8]. Однако этот подход к моделированию 
отличается трудоемкостью из-за необходимости из-
готовления in vitro аутологичных тромбоэмболов 
для каждого животного [9]. Кроме того, в связи с 
выраженной фибринолитической активностью плаз-
мы крови у крыс повышение давления в легочной 
артерии даже на фоне применения транексамовой 
кислоты отличается нестабильностью [7]. Однако 
применение искусственных частиц, в первую оче-
редь полистироловых микросфер, в ранее опублико-
ванных работах характеризовалось стабильным по-
вышением давления в легочной артерии [10–13], но 
при этом не приводило к полному воспроизведению 
патогенеза ХТЭЛГ, так как полистироловые микро- 
сферы и аналогичные частицы не способны к дегра-
дации и не содержат в себе биологически активные 
молекулы тромба, такие как продукты деградации 
фибрина (ПДФ) и собственно фибрин.

 В ранее проведенном нами исследовании осу-
ществлялось моделирование ХТЭЛГ с помощью 
частично биодеградируемых микросфер на основе 
альгината натрия, не содержащих дополнительные 
включения [14]. В результате продемонстрировано 
стойкое повышение давления в легочной артерии, 
снижение толерантности к физической нагрузке, 
появление гистологических изменений сосудистого 
русла, характерных для ХТЭЛГ. Однако эта модель 
не учитывала важную роль ПДФ, которые облада-
ют значительной биологической активностью, в том 
числе антикоагуляционной и провоспалительной 
[15]. С учетом этих данных целесообразна разработ-
ка модели, сочетающей преимущества естественных 
тромбоэмболов, таких как биологические эффекты 
самого фибрина и высвобождение ПДФ, и искус-
ственных частиц, обладающих необходимым разме-
ром и заданной скоростью биодеградации. 

Целью настоящей работы стала разработка экс-
периментальной модели хронической тромбоэмбо-
лической легочной гипертензии у крыс с помощью 
эмболизации сосудистого русла легких микроин-
капсулированным фибрином (МФ).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В эксперименте были использованы 62 самца 

крыс линии Вистар массой 230 ± 27 г. Все живот-
ные содержались в стандартизированных условиях, 
имели свободный доступ к полнорационному грану-
лированному корму и воде в соответствии с требова-
ниями ГОСТ 33216-2014.

Изготовление эмболизирующих частиц. На пер-
вом этапе порошок фибрина из плазмы крови че-
ловека (Sigma-Aldrich, США) механически измель-
чался, просеивался через сито с размером ячейки  
71 мкм и смешивался с раствором ультрачистого 
альгината натрия (Sigma-Aldrich, США) в соотно-
шении 1 : 7. Гомогенизация полученной суспензии 
проводилась с помощью лабораторного ультразву-
кового диспергатора погружного типа со штативом 
(ООО «СпецмашСоник», Россия). Для получения 
МФ фибрина суспензия подавалась на вход установ-
ки Encapsulator В-390 (BUCHI, Швейцария), в каче-
стве стабилизирующего вещества использовался 
2%-й раствор хлорида бария. Неинкапсулированный 
фибрин изготавливался с помощью механического 
измельчения порошка фибрина и последующего вы-
деления с помощью сит фракции частиц размером 
71–200 мкм. Все процедуры проводились в стериль-
ных условиях.

Для моделирования ХТЭЛГ все животные были 
разделены на четыре группы методом случайных 
чисел. Контроль (КОН) (n = 8) – в хвостовую вену 
вводилось 1,5 мл физиологического раствора 8 раз  
с интервалами в 4 дня. НФ8 (n = 14) – в качестве 
эмболизирующих частиц вводился неинкапсулиро-
ванный фибрин в объеме, эквивалентном группам 
МФ5 и МФ8, суспензированный в 1,5 мл физиологи-
ческого раствора, 8 раз с интервалами в 4 дня. МФ5  
(n = 14) – микроинкапсулированный фибрин в объ-
еме 0,5 мл (9 047 ± 430 частиц) вводился в хвосто-
вую вену 5 раз с интервалами в 5 дней. Перед инъ-
екцией раствор хлорида бария полностью удалялся, 
а МФ суспензировался в 1,5 мл физиологического 
раствора. МФ8 (n = 14) – микроинкапсулированный  
фибрин в том же объеме вводился в хвостовую вену 
8 раз с интервалами в 4 дня.  Через 6 нед после по-
следнего введения эмболизирующих частиц прово-
дилось измерение систолического давления в правом 
желудочке (СДПЖ) и гистологическое исследова-
ние легких с определением процента коллагеновых  
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волокон в структуре сосудистой стенки ветвей ле-
гочной артерии и индекса гипертрофии. 

Исследование биодеградации in vivo эмболизиру-
ющих частиц. В отдельной экспериментальной се-
рии крысам моделировалась ХТЭЛГ по протоколам 
НФ8 (n = 6) и МФ8 (n = 6) для определения скорости 
биодеградации эмболизирующих частиц в разные 
временные промежутки. Для оценки динамики био-
деградации эмболизирующих частиц в 1-й день, а 
также через 2, 4, 6 нед после заключительного введе-
ния животные были эвтаназированы с помощью пе-
редозировки изофлурана. Выполнялось гистологи-
ческое исследование нижней доли правого легкого. 
В каждой временной точке с помощью светового ми-
кроскопа Eclipse Ni-U (Nikon, Япония) и программ-
ного обеспечения Nis Elements Br4 (Nikon, Япония) 
проводился подсчет эмболизирующих частиц в про-
свете ветвей легочной артерии на всем поперечном 
срезе дистальной трети доли легкого. 

Инвазивное измерение гемодинамики. Для нар-
котизации крыс использовался изофлуран, инга-
лируемый с помощью установки SomnoSuite Low-
Flow Anesthesia System (Kent Scientific, Torrington, 
CT, США). Животные располагались на термоста-
тируемом столике TCAT-2LV Animal Temperature 
Controller (Physitemp Instruments Inc., США). Искус-
ственная вентиляция легких проводилась с помо-
щью аппарата SAR-830/AP (CWE Inc., США). Для 
измерения СДПЖ производилась пункция верхушки 
сердца. Регистрация давления осуществлялась с по-
мощью монитора Mindray ePM 10 (Mindray, Китай). 

Гистологическое исследование. Эвтаназия живот-
ных проводилась с помощью передозировки изофлу-
рановым наркозом. Для гистологического исследо-
вания использовалась нижняя доля правого легкого, 
которая разделялась на четыре равных поперечных 
уровня. Для идентификации коллагеновых волокон 

применялось окрашивание микропрепаратов по ме-
тоду Пикро Маллори («БиоВитрум», Россия). Коли-
чественный анализ проводился в двух дистальных 
срезах легкого с помощью микроскопа Eclipse Ni-U 
(Nikon, Япония) при увеличении от 10 до 40, а также 
программного обеспечения Nis Elements Br4 (Nikon, 
Япония) и ImageJ (Wayne Rasband, США). Для всех 
найденных сосудов, относящихся к ветвям легочной 
артерии, был определен процент коллагеновых во-
локон в структуре сосудистой стенки [16], а также 
индекс гипертрофии, рассчитанный как отношение 
площади сосудистой стенки к площади всего сосуда 
в процентах [17].

Анализ данных выполнялся с помощью программ-
ного обеспечения R 4.2.2. Для оценки статистически 
значимой разницы между группами использовался 
критерий Ньюмена – Кейлса. Результаты представ-
лены в виде медианы и интерквартильного размаха  
Me [Q1; Q3]. Различия считались статистически зна-
чимыми при уровне p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Характеристики эмболизирующих частиц. Размер 

МФ составил 205 ± 38 мкм (рис. 1, а), частицы неин-
капсулированного фибрина после суспензирования в 
физиологическом растворе и обработки ультразвуко-
вым диспергатором имели диаметр 155 ± 60 мкм. 

По результатам исследования биодеградации 
эмболизирующих частиц выявлено последователь-
ное снижение количества выявляемых частиц ми-
кроинкапсулированного фибрина. К моменту за-
вершения моделирования ХТЭЛГ количество этих 
частиц составило 6% от исходного. При оценке био-
деградации неинкапсулированного фибрина через  
2 нед выявлялось всего 2% частиц, на последующих 
точках эмболизирующие частицы не выявлялись 
(рис. 1, b).

Рис. 1. Эмболизирующие частицы: а – репрезентативная микрофотография МФ (bar = 100 мкм), 1 – частицы фибрина,  
2 – микрокапсула, заключающая в себя фибрин; b – биодеградация эмболизирующих частиц в сосудистом русле
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Во время введения эмболизирующих частиц 
смертность животных в основной серии экспери-
ментов составила: НФ8 – 4, МФ5 – 2, МФ8 – 4. Ги-
бель животных была обусловлена развитием острой 
правожелудочковой сердечной недостаточности или 
парадоксальной эмболии с острым нарушением моз-
гового кровообращения. 

 По данным катетеризации сердца, СДПЖ в группе 
МФ8 было значимо выше по сравнению с крысами из 

групп КОН и НФ8 (p < 0,05). Между крысами из групп 
КОН, НФ8 и МФ5 не было выявлено значимых отли-
чий в уровне СДПЖ (рис. 2).  По результатам гисто-
логического исследования индекс гипертрофии и про-
цент коллагеновых волокон в структуре сосудистой 
стенки в группах МФ5 и МФ8 были значимо выше, 
чем в группах КОН и применения неинкапсулирован-
ного фибрина (p < 0,01). Значимых различий между 
группами МФ5 и МФ8 выявлено не было (рис. 3).

Рис. 3. Результаты гистологического исследования ветвей легочной артерии: а – репрезентативные микрофотографии  
bar = 100 мкм); b – индекс гипертрофии сосудистой стенки; c – коллагеновые волокна в структуре сосудистой стенки, %

КОН                      НФ8                      МФ5                     МФ8

p < 0,01

КОН                                                 НФ8                                                МФ5                                               МФ8

И
нд

ек
с 

ги
пе

рт
ро

фи
и 

со
су

д.
 с

те
нк

и,
 %

150

100

50

0

а

b         c

ОБСУЖДЕНИЕ

В результате проведенной работы была создана 
новая экспериментальная модель ХТЭЛГ, харак-
теризующаяся стабильным повышением давления 

в ПЖ и значительным ремоделированием сосудов 
малого круга кровообращения. Указанный резуль-
тат достигался с помощью многократного внутри-
венного введения МФ, который, как было пока-
зано в работах [18, 19], способен стимулировать 
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Рис. 2. Систолическое давление в правом желудочке 
через 6 нед после последнего введения эмболизирующих 
частиц по данным катетеризации сердца
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миграцию лейкоцитов напрямую, являясь хемоат-
трактантом, и через усиление секреции цитокинов  
лейкоцитами и эндотелиальными клетками. При-
менение этого типа эмболизирующих частиц по-
зволило сочетать преимущества как естествен-
ных тромбоэмболов – частичная биодеградация и 
высвобождение биологически активных веществ 
(фибрин и ПДФ), так и искусственных – управля-
емая скорость биодеградации частиц и удобное 
дозирование. Кроме того, в отличие от аутологич-
ных тромбов, применение фибрина позволило зна-
чительно снизить трудозатраты для производства 
тромбоэмболов. 

При моделировании ХТЭЛГ в настоящей рабо-
те именно группа МФ8 характеризовалась стойким 
повышением СДПЖ. В группе МФ5 дозы вводи-
мых эмболизирующих частиц было недостаточно 
для воспроизведения стабильной легочной гипер-
тензии. По данным гистологического исследова-
ния, значимое повышение индекса гипертрофии 
сосудистой стенки и процента фиброза в ее струк-
туре отмечалось в обеих группах применения МФ 
и значимо не различалось между ними. Примене-
ние неинкапсулированного фибрина не приводило 
к значимым изменениям как в уровне СДПЖ, так 
и в показателях ремоделирования ветвей легочной 
артерии. 

Схожие результаты были достигнуты в нашей 
прошлой работе, где в качестве эмболизирующих 
частиц были использованы микроинкапсулирован-
ные аутологичные тромбы [9], однако указанная 
модель характеризовалась значительной трудоем-
костью, что затрудняло ее практическое примене-
ние. Кроме того, в отличие от ранее опубликован-
ных работ с искусственными частицами на основе 
полистирола [10–13], разработанные эмболизирую-
щие частицы были способны к частичной и управ-
ляемой биодеградации и выделению биологически 
активных веществ. Эти свойства способствовали 
большей патофизиологической точности представ-
ленной модели.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработанная модель может быть использована 

как для изучения патогенеза ХТЭЛГ, так и для тести-
рования новых терапевтических подходов для лече-
ния этого заболевания. В перспективе планируется 
проведение сравнительного исследования пустых 
альгинатных микросфер с микроинкапсулирован-
ным фибрином для наиболее наглядной демонстра-
ции роли биологически активных веществ, высво-
бождаемых в процессе биодеградации тромбоэмбола 
при формировании ХТЭЛГ.
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