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Цель исследования: анализ динамики уровня свободно циркулирующей мтДНК крови при перевязке верхней 
трети левой нисходящей ветви коронарной артерии. Нами показано, что концентрация свободно-
циркулирующей мтДНК крови через 24 часа после наложения лигатуры проявила тенденцию к снижению, а 
через 48 и 72 часа увеличилась и достигла значений, близких к контролю. Полученные данные определяют 
необходимость дальнейших исследований динамики данного показателя на более отдаленных сроках 
моделирования ишемии миокарда, что будет способствовать объективной оценке его значения для 
диагностики и прогнозирования острых повреждений миокарда.
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The aim of the present study is to analyze the dynamics of free circulating mtDNA level in blood after occlusion of the 
upper one-third left descending branch of the coronary artery. We showed that the concentration of free circulating 
mtDNA of blood tends to decrease 24 hours after ligation; it increased and reached values close to control samples 
48 and 72 hours after ligation. These data define the need in further investigation of the dynamics of this parameter 
during later periods of myocardial infarction modeling that will contribute to objective evaluation of its significance 
for acute myocardial damage diagnostics and prognosis. 
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введение

Эффективность профилактики и лечения острых 
ишемических повреждений миокарда во многом 
предопределяется возможностями технологий их 
диагностического скрининга и мониторинга [10]. 
К сожалению, использование для этих целей суще-
ствующего спектра биомаркеров цитолиза не всегда 
позволяет однозначно оценить состояние пациента и 
выбрать тактику лечения инфаркта миокарда [9]. Это 
определяет актуальность поиска новых биомаркеров 
повреждений кардиомиоцитов [10]. Перспективным 
неспецифическим маркером цитолитических про-
цессов является уровень свободно циркулирующей 

митохондриальной ДНК (мтДНК) плазмы крови. Уста-
новлено, что данный показатель является критерием 
прогноза развития осложнений и смертности при раз-
личных патологических процессах (злокачественные 
опухоли, бактериальный менингит) [5, 6, 8, 13]. Не-
смотря на отсутствие тканеспецифичности, высокую 
актуальность представляет изучение возможностей 
использования данного показателя в комплексе с 
кардиоспецифичными биомаркерами цитолиза в 
диагностике и прогнозе течения острых ишемических 
повреждений сердца. В рамках данного направления 
нами показано, что на 3-и сутки после подкожного 
введения адреналина у крыс линии «Вистар» проис-
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ходит возрастание свободно циркулирующей мтДНК 
крови [4, 11]. Необходимость объективной оценки 
возможностей данного показателя в диагностике 
инфаркта миокарда определила актуальность даль-
нейшего изучения динамики свободно циркулиру-
ющей мтДНК крови на различных моделях острого 
ишемического повреждения миокарда. В этой связи 
целью настоящего исследования явилось изучение 
уровня мтДНК плазмы при перевязке верхней трети 
левой нисходящей ветви коронарной артерии.

материал и методы

В качестве экспериментальных животных ис-
пользовали кроликов породы Шиншилла, изучались 
следующие группы: № 1 – контроль (n = 6; ложная 
операция: вскрытие грудной клетки без перевязки 
коронарной артерии); № 2 – эксперимент (n = 6; 
перевязка верхней трети левой нисходящей ветви 
коронарной артерии). Экспериментальный инфаркт 
миокарда подтверждали данными ЭКГ (электрокар-
диограф «ЭЛКАР», Россия). Взятие крови у животных 
осуществляли на 1-е, 2-е и 3-и сутки наблюдения. 
Эвтаназию с целью получения материала для мор-
фологических исследований проводили на 3-и сут-
ки. Активность биомаркеров цитолиза в сыворотке 

крови (общей креатинфосфокиназы (КФК), креатин-
фосфокиназы MB (КФК-МВ), лактатдегидрогиназы 
(ЛДГ), аспартатаминотрансферазы (АСТ)) оценивали 
на биохимическом анализаторе Beckman synhron 4 
(Beckman coulter, США). Из плазмы крови, свободной 
от тромбоцитов [5], выделяли ДНК с помощью набо-
ра реагентов «проба НК» (ДНК-технология, Россия) 
в соответствии с рекомендациями производителя. 
Количественный анализ мтДНК осуществляли мето-
дом real-time PCR, используя амплификаторы iCycler 
IQ4 (Bio-Rad, США) и DTlite (ДНК-технология, Россия). 
Амплифицировали фрагмент гена 16S рРНК (прямой 
праймер: 5’-GTGTAGCCGCTATTAAAGGTTCG-3’; обрат-
ный праймер: 5’-GGCTCTGCCACCTTAACTAGCT-3’) [6]. 
Для ПЦР в реальном времени использовали реакци-
онную смесь, содержащую SYBR Green (MaximaTM SYBR 
Green/ROX qPCR Master Mix – Thermo Fisher Scientific 
Inc., США). Морфологические изменения миокарда 
оценивали световой микроскопией гистологических 
препаратов, окрашенных гематоксилин-эозином. Все 
манипуляции с экспериментальными животными 
осуществлялись, согласно положениями Хельсинской 
декларации о гуманном отношении к животным. 
Межгрупповые различия оценивали критериями 
Манна – Уитни и Краскела – Уоллиса.

 

г

а б

в 
рис. 1. Динамика активности ферментов – маркеров цитолиза – в крови при перевязке верхней трети левой нисходящей 

ветви коронарной артерии: а – активность креатинкиназы; б – активность креатинкиназы фракции МВ; в – активность 
лактатдегидрогеназы; г – активность аспартатаминотрансферазы; ● – p ≤ 0,05, в сравнении с группой контроля.



Áþëëåòåíü ÂÑíÖ ÑÎ ÐÀÌí, 2013, ¹ 5 (93) 

152           Экспериментальные исследования в биологии и медицине

результаты исследования

Установлено, что сразу же после лигирования 
верхней трети левой нисходящей ветви коронарной 
артерии на ЭКГ появлялись единичные экстраси-
столы по типу тригеминии, что свидетельствует 
о нарастании в миокарде ишемии и развитии вы-
раженных электролитных расстройств. Возникал 
зубец Парди к 30-й минуте ишемии. На 60-й минуте 
экспериментальной ишемии миокарда продолжались 
отдельные желудочковые экстрасистолы. Далее ЭКГ 
регистрировала идиовентрикулярный ритм с воз-
никновением асистолии.

Через 24 часа после лигирования коронарной 
артерии в крови экспериментальных животных на-
блюдали значимое возрастание общей активности 
креатинфосфокиназы (рис. 1). В период от 48 до 
72 часов активность КФК постепенно снизилась, а 
КФК-МВ увеличилось, по сравнению с контролем. 
Активность лактатдегидрогеназы на 1–2-е сутки 
незначительно повысилась. На 3-и сутки значения 
активности ЛДГ практически полностью совпадали 
с контролем. Активность АСТ была высокой на всем 
протяжении эксперимента. Полученные данные объ-
ективно свидетельствуют о развитии деструктивных 
повреждений кардиомиоцитов, индуцированных 
крупноочаговой ишемией миокарда.

На 3-и сутки после лигирования левой ветви 
коронарной артерии в сердечной мышце животных 
наблюдались очаги некроза мышечных волокон с 
перифокальными зонами воспаления. Выявлялись 
дегенративные изменения кардиомиоцитов, харак-
теризуемые утратой поперечной исчерченности, 
потерей саркоплазмы.

После лигирования коронарной артерии в 
промежутке через 24 часа на фоне возрастания 
активности наблюдалась выраженная тенденция к 
значительному снижению уровня свободно цирку-
лирующей мтДНК плазмы (рис. 2). Через 48–72 часа 
после наложения лигатуры на фоне выраженных 
структурно-функциональных нарушений в миокар-
де содержание мтДНК плазмы крови увеличилось 
и практически не отличалось от данных контроля, 
что в целом согласуется с ранее полученными нами 
данными [4, 11].

 
рис. 2. Динамика уровня свободно циркулирующей мтДНК 

крови перевязке верхней трети левой нисходящей 
ветви коронарной артерии.

обсуждение результатов

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что особенности динамики уровня мтДНК плазмы 
крови в течение 3 суток после экспериментальной 
лигирования верхней трети левой нисходящей ветви 
коронарной артерии в целом проявляют сходство 
с закономерностями, ранее выявленными нами на 
модели мелкоочаговой ишемии миокарда, индуциро-
ванной инъекциями адреналина: с 1-х суток наблю-
дается тенденция к снижению данного показателя с 
последующим возрастанием данного показателя на 
3-и сутки эксперимента [11]. Интерес представляют 
механизмы, определяющие характер выявленных 
изменений уровня мтДНК плазмы крови эксперимен-
тальных животных. Принимая во внимание ключевую 
роль митохондриальной дисфункции в развитии 
ишемических повреждений миокарда в эксперименте 
и клинике [1], можно предположить, что развитие 
структурно-функциональных нарушений митохон-
дрий не является причиной возрастания концентра-
ции мтДНК плазмы крови. Это также подтверждается 
данными, полученными на модели дислипопротеиде-
мии у крыс линии «Вистар»: установлено отсутствие 
значимых изменений уровня мтДНК на 1-е, 3-и, 5-е 
сутки эксперимента, несмотря на возрастание актив-
ности АЛТ и АСТ, а также формирование в клетках 
печени выраженных структурно-функциональных 
нарушений митохондрий [2, 3, 4]. Таким образом, 
уровень свободно циркулирующей мтДНК крови 
при экспериментальной ишемии миокарда не имеет 
положительной взаимосвязи с митохондриальной 
дисфункцией и процессами цитолиза, наблюдаю-
щимися в уже первые часы эксперимента. Одним из 
возможных объяснений полученных результатов 
является высвобождение из поврежденных карди-
омиоцитов нуклеаз, разрушающих мтДНК и, таким 
образом, препятствующих возрастанию данного по-
казателя [7]. Наблюдаемое повышение уровня мтДНК 
на 3-и сутки эксперимента до значений контрольной 
группы, по всей видимости, связано с возможным 
уменьшением выхода нуклеаз из поврежденных 
участков миокарда. При анализе данных, полученных 
на модели мелкоочаговой ишемии миокарда, нами 
сделано предположение, что повышение концентра-
ции мтДНК плазмы на 3-и сутки связано с высвобож-
дением мтДНК полиморфноядерными фагоцитами в 
составе так называемых «внеклеточных капканов» 
– extracellular traps [12] при активации процессов вос-
паления в поврежденном миокарде. Данный процесс 
может иметь место и в настоящем эксперименте. Без-
условно, охарактеризованные временные интервалы 
крупноочаговой ишемии миокарда, индуцируемой 
перевязкой верхней трети левой нисходящей ветви 
коронарной артерии, не являются достаточными 
для получения объективной картины возможных 
изменений уровня мтДНК крови и оценки его диагно-
стического потенциала. Это предопределяет необхо-
димость исследований динамики данного показателя 
на более отдаленных сроках моделирования ишемии 
миокарда, что может способствовать развитию новых 
технологий мониторинга и прогнозирования острых 
повреждений миокарда.
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