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Основные положения
• Показано, что использование маркеров сосудистых гладкомышечных клеток, к примеру тя-

желых цепей миозина гладких мышц (SM-MHC) и альфа-актина гладких мышц (α-SMA), для 
иммунодетекции сосудов микроциркуляторного русла сосудистой стенки (vasa vasorum) пред-
почтительнее применения эндотелиальных маркеров (CD31 и VE-кадгерин), поскольку позволяет 
определять сосудистую геометрию вне зависимости от артефактов пробоподготовки и обеспечи-
вает идеальное соотношение «сигнал – шум».

• За исключением эластических мембран, позволяющих дифференцировать артериолы от ве-
нул и капилляров, в тканях сосудов взрослого человека не выявлено специфичных маркеров ар-
териальной, венозной и капиллярной дифференцировки, хотя в аортах крыс маркерами венозной 
дифференцировки служили транскрипционные факторы KLF2 и PROX1, а маркером капилляр-
ной дифференцировки – транскрипционный фактор HEY1.

СОКРАТИТЕЛЬНЫЕ БЕЛКИ СОСУДИСТЫХ ГЛАДКОМЫШЕЧНЫХ КЛЕТОК – 
УНИВЕРСАЛЬНЫЕ МАРКЕРЫ СОСУДОВ МИКРОЦИРКУЛЯТОРНОГО РУСЛА

Цель
Разработать оптимальный способ детекции сосудов микроциркуляторного 
русла и оценить подходы к дифференциальному окрашиванию артериол, ве-
нул и капилляров на примере сети vasa vasorum большой подкожной вены 
(БПВ) человека и аорты крысы.

Материалы 
и методы

Для исследования использовали сегменты БПВ, извлеченные в процессе 
коронарного шунтирования, а также аорты нормолипидемических и нор-
мотензивных крыс Wistar. Серийные криосрезы анализировали при помо-
щи окрашивания гематоксилином и эозином, пентахромного окрашивания 
по Расселлу – Мовату, иммунофлюоресцентного окрашивания на маркеры 
эндотелиальных клеток (ЭК) (CD31 и VE-кадгерин), сосудистых гладкомы-
шечных клеток (СГМК) (SM-MHC и α-SMA), механочувствительных транс-
крипционных факторов (KLF2 и KLF4), транскрипционные факторы артери-
альной дифференцировки (HES1, HEY1, ERG), транскрипционные факторы 
и маркеры венозной дифференцировки (NR2F2, NRP2), транскрипционные 
факторы и маркеры лимфатической дифференцировки (PROX1, LYVE1, 
VEGFR3), а также иммуногистохимического окрашивания на маркеры ве-
нозной дифференцировки NR2F2. Готовые микропрепараты анализировали 
посредством световой и конфокальной микроскопии.

Результаты

В сравнении с маркерами ЭК (CD31 и VE-кадгерином) маркеры СГМК 
(SM-MHC и α-SMA) позволяли осуществлять объективную визуализацию и 
оценку сосудистой геометрии и обеспечивали максимальное соотношение 
«сигнал – шум» независимо от вида маркера, типа сосуда или антитела. Ау-
тофлюоресценция и специфичный гистологический паттерн эластических 
мембран в ходе окрашивания по Расселлу – Мовату позволяли дифференци-
ровать артериолы от остальных сосудов микроциркуляторного русла. Несмо-
тря на то что иммуноокрашивание аорт крыс показало специфичные марке-
ры венозного (KLF2 и PROX1) и капиллярного (HEY1) эндотелия, данные 
находки не нашли подтверждения при иммуноокрашивании БПВ человека. 
Таким образом, специфичных маркеров венул и капилляров в тканях взрос-
лого человека не идентифицировано, несмотря на анализ широкой палитры 
классических маркеров различных эндотелиальных дифферонов.
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Aim
To develop an optimal approach to detection of microvessels and to evaluate 
the techniques for the differential immunostaining of arterioles, venules, and 
capillaries in human saphenous veins and rat aortas.

Methods

Saphenous veins excised during the coronary artery bypass graft surgery were 
used for the study. Serial cryosections were analyzed by means of haematoxylin 
and eosin and Russell-Movat’s pentachrome stainings and by immunofluorescent 
staining for endothelial cell markers (CD31 and VE-cadherin), vascular smooth 
muscle cell markers (SM-MHC and α-SMA), mechanosensitive transcription 
factors (KLF2 and KLF4), transcription factors of arterial specification (HES1, 
HEY1, ERG), transcription factors and markers of venous identity (NR2F2, 
NRP2), and transcription factors and markers of lymphatic lineage (PROX1, 
LYVE1, VEGFR3). Samples were visualized by light and confocal microscopy.

Results

In comparison with endothelial cell markers (CD31 and VE-cadherin), vascular 
smooth muscle cell markers (SM-MHC and α-SMA) permitted objective evaluation 
of vascular geometry and maximized signal-to-noise ratio irrespective of specific 
marker, microvessel specification or antibody used. Autofluorescence and specific 
histological pattern of elastic membranes at Russell-Movat’s pentachrome 
staining allowed to discriminate arterioles from venules and capillaries. Albeit 
immunostaining of rat aortas found specific markers of venous endothelial cells 
(KLF2 and PROX1) and capillary endothelial cells (HEY1), these findings have 
not been confirmed in saphenous veins. We were unable to find specific markers of 
human venules and capillaries among the saphenous vein vasa vasorum despite an 
extensive screening of multiple markers.
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Highlights
• The use of vascular smooth muscle cell markers, e.g. smooth muscle myosin heavy chain (SM-MHC) 

and alpha smooth muscle actin (α-SMA) for immunodetection of adventitial and perivascular microvessels 
(vasa vasorum) is preferrable over endothelial markers (CD31 and VE-cadherin) as it allows to define 
vascular geometry regardless of sectioning artifacts and provides ideal signal-to-noise ratio.

• Aside from elastic laminae which discriminate arterioles from venules and capillaries, we were 
unable to confirm any specific markers of arterial, venous, and capillary differentiation, although KLF2 
and PROX1 transcription factors indicated venous specification and HEY1 suggested capillary identity 
in rat aortas.

Заключение

Для иммунодетекции сосудов микроциркуляторного русла целесообразно 
использовать маркеры СГМК (SM-MHC и α-SMA), а не маркеры ЭК (CD31 
и VE-кадгерин). Отсутствие специфичных маркеров дифференцировки ми-
крососудов (в частности vasa vasorum) позволяет предположить пентахром-
ное окрашивание по Расселлу – Мовату в качестве оптимальной опции для 
машинного обучения нейронных сетей с целью анализа сосудов микроцир-
куляторного русла.

Ключевые слова Vasa vasorum • Сосуды микроциркуляторного русла • CD31 • VE-
кадгерин • SM-MHC • α-SMA
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Введение
Микроциркуляция сосудистой стенки представ-

лена в виде vasa vasorum (VV) и может иметь как 
нормальную, так и патологическую природу [1]. 
В физиологических условиях сосуды микроцир-
куляторного русла встречаются в первую очередь 
в сосудах, диаметр которых превышает 0,5 мм [2], 
однако в результате гипоксии или воспаления их 
можно встретить даже в сосудах, толщина стенки 
которых меньше диффузионного предела [1]. У 
человека VV присутствуют в стенках крупных ар-
териальных и венозных сосудов, включая коронар-
ные артерии, аорту и ее ветви, в том числе межре-
берные артерии, отходящие от грудной аорты [2]. 
Различают артериальные, венозные и капиллярные 
VV, при этом артериальные подразделяются на 
vasa vasorum interna, которые берут свое начало из 
просвета сосуда, и vasa vasorum externa, располо-
женные в адвентиции и околососудистой жировой 
ткани. Также VV ветвятся на несколько порядков, 
где VV первого порядка располагаются вдоль сосу-
да, а второго – по его окружности [3]. Рост VV сти-
мулируется ангиогенными факторами – например, 
индуцируемым гипоксией транскрипционным фак-
тором HIF-1α, а также основным фактором роста 
фибробластов (FGF2) и фактором роста сосудисто-
го эндотелия (VEGF), экспрессируемыми сосуди-
стыми гладкомышечными клетками (СГМК) медии 
и фибробластами и макрофагами адвентиции. При 
ингибировании ангиогенеза в первую очередь под-
вергаются инволюции VV второго порядка [4].

При повреждении или дисфункции эндотелия 
патофизиологический ответ сосудистой стенки 
возникает прежде всего в адвентиции: в частно-
сти, увеличиваются количество и диаметр просвета 
VV, что приводит к миграции макрофагов в инти-
му, накоплению в сосуде воспалительных клеток, 
ацидификации (закислению) микроокружения и 
расширению сети VV по принципу положительной 
обратной связи [5]. Таким образом, VV являются 
ключевыми анатомическими путями формирова-

ния и гипертрофии неоинтимы при сосудистом вос-
палении, рестенозе и атеросклерозе [2–4]. Можно 
предположить, что разные типы VV, представлен-
ные артериолами, венулами и капиллярами, могут 
вносить различный вклад в патогенез заболеваний 
сосудистой стенки.

В патоморфологической диагностике с целью 
дифференцировки лимфатических и кровеносных 
сосудов используют различные сосудистые марке-
ры [6]. В качестве маркеров эндотелия лимфатиче-
ских сосудов, как правило, рассматривают PROX1 
(Prospero homeobox protein 1), LYVE1 (рецептор 
лимфатического эндотелия к гиалуроновой кисло-
те) [7], VEGFR3 (рецептор 3 к фактору роста со-
судистого эндотелия) и подопланин (один из гли-
козилированных мембранных гликопротеинов) [8]. 
Маркерами кровеносных сосудов являются панэн-
дотелиальный рецептор CD31 (PECAM1, тром-
боцитарно-эндотелиальная молекула клеточной 
адгезии), CD34 (трансмембранный фосфогликози-
лированный рецептор, обильно экспрессируемый 
в эндотелиальных клетках-предшественниках) и 
фактор фон Виллебранда (vWF), также экспресси-
руемый в эндотелиальных клетках (ЭК) и обеспе-
чивающий агрегацию тромбоцитов и их адгезию к 
клеточной стенке поврежденных сосудов с целью 
формирования тромба [9].

Несмотря на теоретическую обоснованность и 
широкое распространение в патоморфологии, вы-
шеуказанные подходы к определению кровенос-
ных сосудов обладают рядом недостатков. Так, 
при микро- или криотомной резке гистологических 
препаратов (в особенности препаратов элементов 
системы кровообращения) просвет кровеносных 
сосудов часто спадается или вовсе исчезает, что не 
позволяет адекватно оценить их геометрию. Дан-
ная проблема имеет особую актуальность при под-
готовке серийных срезов, требующих максимально 
близкого совпадения гистологической картины для 
сравнительного анализа, в особенности иммуно-
гистохимического или иммунофлюоресцентного. 

Список сокращений
БПВ
СГМК

–
–

большая подкожная вена 
сосудистые гладкомышечные клетки

ЭК – эндотелиальные клетки

Conclusion

Immunodetection of microvessels (e.g., vasa vasorum) should be performed by 
using vascular smooth muscle cell markers (SM-MHC and α-SMA) rather than 
endothelial cell markers (CD31 and VE-cadherin). Lack of specific markers to 
discern microvessels of different lineages suggests Russell-Movat’s pentachrome 
staining as an optimal option for the machine learning of neural networks to 
analyse the microvessels including vasa vasorum.

Keywords Vasa vasorum • Microvessels • CD31 • VE-cadherin • SM-MHC • α-SMA
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Кроме того, размеры ЭК ограничивают работу с 
некоторыми антителами, не позволяя получать ка-
чественное соотношение «сигнал – шум» в случае 
недостаточной специфичности антител.

Отдельной проблемой патоморфологического 
анализа служит несоответствие описываемых в 
литературе маркеров сосудов артериального и ве-
нозного русла (зачастую идентифицированных на 
моделях для изучения биологии развития) реалиям 
окрашивания клинических образцов. По этой при-
чине не будет преувеличением говорить об отсут-
ствии специфических маркеров, способных диф-
ференцировать артериолы и венулы в элементах 
системы кровообращения человека (к примеру, с 
целью уточнения вклада различных типов сосудов 
внутри микрососудистой сети в развитие сосуди-
стого воспаления). 

Цель данной работы – разработка оптималь-
ных способов детекции кровеносных сосудов и 
оценка подходов к дифференциальному окрашива-
нию артериальных, венозных и капиллярных сосу-
дов микроциркуляторного русла (на примере сети 
VV большой подкожной вены (БПВ) человека и 
аорты крысы).

Материалы и методы
В работе использованы сегменты БПВ (n = 13), 

полученные в процессе коронарного шунтирования 
(кардиохирургическое отделение федерального го-
сударственного бюджетного научного учреждения 
«Научно-исследовательский институт комплекс-
ных проблем сердечно-сосудистых заболеваний» 
(НИИ КПССЗ)), а также сегменты брюшной аор-
ты нормолипидемических и нормотензивных крыс 
Wistar (самцы, возраст 3–4 мес., масса тела 300–350 
г). Исследование одобрено локальным этическим 
комитетом НИИ КПССЗ (протокол № 06217-АФ). 
До включения в исследование от всех пациентов 
получено письменное информированное согласие. 

Оптимальным подходом к приготовлению сре-
зов для иммунофлюоресцентного окрашивания 
является моментальное замораживание биоптатов 
в криосреде с последующей криотомной резкой, 
поскольку фиксация в формалине неизбежно при-
водит к скрыванию части эпитопов в результате 
сшивания белков; кроме того, процедура демаски-
ровки эпитопов требует длительной оптимизации 
для каждого вида ткани и неизбежно сопряжена с 
нарушением целостности срезов [26]. Помимо это-
го, именно криосрезы целесообразно использовать 
для последующего виртуального гистологического 
окрашивания в случае разработки соответствую-
щей технологии [27]. Поэтому после извлечения 
биоптаты немедленно промывали в физрастворе 
при помощи шприца и замораживали в специаль-
ной металлической форме с криогелем Tissue-Tek 
(4583, Sakura, США) при температуре –195 °C пу-

тем погружения в сосуд Дьюара с жидким азотом. 
Полученные замороженные блоки хранили в низ-
котемпературной морозильной камере при темпе-
ратуре –60 °C до момента подготовки серийных 
гистологических срезов. Серийные срезы (по 20 
стекол в серии) толщиной 7 мкм готовили при по-
мощи криотома (CryoStar NX50, Thermo Scientific, 
США). До момента окрашивания стекла хранили в 
пластиковых контейнерах при температуре –60 °C.

Для оценки общего состояния тканей гематокси-
лином и эозином срезы фиксировали в 4% парафор-
мальдегиде, отмывали в бидистиллированной воде 
в течение 15 мин и далее проводили окрашивание 
по модифицированному протоколу производите-
ля: ядра контрастировали гематоксилином Майе-
ра (DiaPath, Италия) на протяжении 10 мин, затем 
производили подсинение в проточной воде 5 мин, 
инкубировали в водно-спиртовом растворе эози-
на в течение минуты, обезвоживали в трех сменах 
95% этанола по 15 с в каждой, просветляли в кси-
лоле в течение 3 мин и заключали под покровное 
стекло при помощи монтирующей среды Diamount 
на основе лимонена (Diapath, Италия). Кроме того, 
фиксированные 4% параформальдегидом и отмы-
тые срезы также окрашивали по Расселлу – Мовату 
посредством соответствующего набора (ab245884, 
Abcam, Великобритания) согласно протоколу произ-
водителя. Готовые микропрепараты анализировали 
при помощи светового микроскопа (AxioImager.A1, 
Carl Zeiss, Германия) на увеличениях ×200 и ×400.

Перед иммунофлюоресцентным окрашиванием 
стекла подогревали до комнатной температуры в 
течение 10 мин для предотвращения открепления 
срезов и далее фиксировали в ледяном (–20 °C) аце-
тоне в течение еще 10 мин, что обеспечивало фикса-
цию и пермеабилизацию клеток. После этого стекла 
отмывали в трех сменах фосфатно-солевого буфера 
с pH 7,4, затем проводили блокировку неспецифи-
ческого связывания антител путем инкубации с 1% 
солевым раствором бычьего сывороточного альбу-
мина. В качестве первичных антител использовали 
моноклональные кроличьи и мышиные антитела 
компаний Abcam и Novus Biologicals, разведенные 
в 1% солевом растворе бычьего сывороточного аль-
бумина и таргетирующие следующие антигены:

Аорта крысы:
1) KLF2 (NBP2-61812, 1:200) в моноокрашива-

нии и в сочетании с PROX1 (ab199359, 1:50), HEY1 
(ab154077, 1:50), ERG (ab92513, 1:50) и KLF4 
(ab215036, 1:50);

2) HES1 (ab108937, 1:50) в моноокрашивании.
БПВ человека:
1) CD31 (ab28364, 1:100 или ab9498, 1:500) в 

сочетании с SM-MHC (ab683, 1:250 или ab224804, 
1:250);

2) VE-кадгерин (2500S, 1:250 или ab33168, 
1:750) в сочетании с α-SMA (ab7817, 1:250);



166 Белки СГМК – маркеры сосудов микроциркуляторного русла

3) KLF2 (NBP2-61812, 1:200) в моноокрашива-
нии и в сочетании с HEY1 (ab154077, 1:100);

4) PROX1 (ab199359, 1:100) в моноокрашивании;
5) CD31 (ab9498, 1:500) в сочетании с LYVE1 

(ab14917, 1:100), VEGFR3 (ab27278, 1:100) и NRP2 
(ab185710, 1:100);

6) KLF4 (ab215036, 1:100) в моноокрашивании;
7) NR2F2 (ab41859, 1:50) в сочетании с HES1 

(ab108937, 1:50) и ERG (ab92513, 1:50).
Антитела инкубировали во влажном закрытом 

коробе в течение 16 ч при температуре +4 °C. По-
сле трехкратной отмывки в фосфатно-солевом бу-
фере с pH 7,4 стекла инкубировали со вторичными 
преадсорбированными антителами, конъюгирован-
ными с флюорофорами Alexa Fluor 488 (ab150061 и 
ab150109) и Alexa Fluor 555 (ab150062 и ab150110), в 
разведении 1:500 (1 час во влажном закрытом коробе 
при комнатной температуре). Далее стекла трехкрат-
но отмывали в фосфатно-солевом буфере и произво-
дили контрастирования ядер путем инкубации в со-
левом растворе 0,01% DAPI (Sigma-Aldrich, D9542) 
в течение 30 мин. После отмывки в трех сменах 
фосфатно-солевого буфера с pH 7,4 стекла заклю-
чали в монтирующую среду ProLong Gold Antifade 
(Invitrogen, США). Готовые микропрепараты визуа-
лизировали при помощи конфокального микроскопа 
(LSM 700, Carl Zeiss) на увеличении ×400.

После фиксации в ледяном ацетоне срезы так-
же подвергали иммуногистохимическому окраши-
ванию с использованием набора Novolink Polymer 
Detection Systems Novocastra (RE7150-CE, Leica 
Biosystems, Германия) согласно модифицирован-
ному протоколу производителя. После блокировки 
эндогенной пероксидазы 4% раствором пероксида 
водорода в течение 5 мин (Peroxidase Block) сре-
зы дважды отмывали в фосфатно-солевом буфере, 
производили блокировку неспецифического свя-
зывания антител 0,4% солевым раствором казеина 
со вспомогательными реагентами (Protein Block) в 
течение часа и инкубировали с первичным антите-
лом мыши к транскрипционному фактору венозной 
дифференцировки NR2F2 (ab41859, 1:500) в тече-
ние ночи в накрытом влажном коробе при темпе-
ратуре +4 ºC. На следующий день срезы трижды 
отмывали в фосфатно-солевом буфере и инкуби-
ровали со вторичными антителами против мыши 
(Post Primary) в течение 30 мин. После трехкратной 
отмывки в фосфатно-солевом буфере инкубирова-
ли с третичным антителом кролика против мыши 
(Novolink Polymer) в течение 30 мин с последую-
щей трехкратной отмывкой. 

Далее срезы обрабатывали 0,087% раствором ди-
аминобензидина (после разведения 1,74% диамино-
бензидина в его растворителе из набора) в течение 
2 мин. Затем срезы отмывали бидистиллированной 
водой и помещали в гематоксилин Майера (DiaPath, 
Италия) на 10 мин. После подсинения в проточной 

воде срезы обезвоживали в трех сменах 95% этанола 
(5 мин каждая), просветляли в трех сменах ксилола 
(5 мин каждая) и заключали под покровное стекло 
в монтирующую жидкость на основе заменителя 
ксилола (DiaPath). Готовые микропрепараты анали-
зировали при помощи светового микроскопа (Axio 
Imager.A1, Carl Zeiss) и объектива EC Plan-Neofluar 
20x/0.50 M27 (Carl Zeiss) на увеличении ×200.

Результаты
Окрашивание гематоксилином и эозином по-

зволило выявить развитую микрососудистую сеть 
в адвентиции венозной стенки, включающую в 
себя разные типы VV: артериолы (рис. 1, А), вену-
лы (рис. 1, B) и капилляры (рис. 1, C). В отличие 
от окрашивания гематоксилином и эозином пен-
тахромное окрашивание по Расселлу – Мовату по-
зволило отчетливо визуализировать внутреннюю 
эластическую мембрану, являющуюся характер-
ным признаком артериол (рис. 1, D–F). 

Отличительной чертой внутренней эластической 
мембраны также была ее выраженная аутофлюорес-
ценция в зеленом или синем каналах, позволяющая 
дифференцировать артериолы от других сосудов 
даже без специфического окрашивания флюорес-
центно меченным антителом к эластину (рис. 2, А–D).

Окрашивание эндотелиальными и гладкомы-
шечными маркерами показало непрерывный мо-
нослой ЭК, окруженных несколькими концентри-
чески ориентированными слоями СГМК, при этом 
окрашивание на CD31/PECAM1 (тромбоцитар-
но-эндотелиальную молекулу клеточной адгезии) 
позволяло идентифицировать значительно более 
выраженный, но менее детализированный сигнал,

Рисунок 1. Адвентиция большой подкожной вены челове-
ка, сосуды микроциркуляторного русла: А, D – артериола; 
B, E – венула; C, F – капилляр. А–C: окрашивание гематок-
силином и эозином, ув. ×400; D–F: пентахромное окраши-
вание по Расселлу – Мовату, ув. ×400
Figure 1. Vasa vasorum within the adventitia of the human 
saphenous vein: A, D – arteriole; B, E – venule; C, F – capillary. 
A–С: staining with hematoxylin and eosin, magnification ×400; 
D–F: Russell-Mowat pentachrome staining, magnification ×400



Л.А. Богданов и др. 167

О
РИ

ГИ
Н
А
Л
ЬН

Ы
Е

И
С
С
Л
Е
Д
О
ВА

Н
И
Я

чем окрашивание на белок межэндотелиальных 
контактов VE-кадгерин, независимо от видового 
происхождения первичного антитела (кролик или 
мышь) или флюоресцентной метки (Alexa Fluor 555 
или Alexa Fluor 488) (рис. 2, А–L). Иными словами, 
флюоресцентно меченные антитела к CD31 позво-
ляют более ярко окрасить эндотелий, а аналогичные 
антитела к VE-кадгерину – более тонко детализи-
ровать межклеточные контакты (рис. 2, А–L). Сле-
дует отметить, что антитела к CD31, как правило, 
окрашивают как латеральные поверхности, так и 
базальную поверхность ЭК, в то время как антитела 
к VE-кадгерину – исключительно латеральные по-
верхности (рис. 2, А–L). Окрашивание СГМК флюо-
ресцентно меченными антителами к тяжелым цепям 
миозина гладких мышц (SM-MHC) и альфа-актину 
гладких мышц (α-SMA) характеризовалось высокой 
интенсивностью вне зависимости от выбранного 
маркера, видового происхождения первичного анти-
тела (кролик или мышь) или флюоресцентной метки 
(Alexa Fluor 555 или Alexa Fluor 488) (рис. 2, А–L). 
Несмотря на активные дискуссии в профильном 
научном сообществе сосудистых биологов (личное 
общение), полученные в данном исследовании ре-
зультаты показывают, что любой из этих двух клас-
сических маркеров окрашивает как непосредствен-
но СГМК, так и внеклеточный матрикс мышечной 
оболочки сосудов (медии) (рис. 2, А–L).

Следует отметить, что антителами к ЭК и СГМК 
окрашивались как артериолы (рис. 2, А–D) и ве-
нулы (рис. 2, E–H), так и капилляры (рис. 2, I–L), 
однако при этом окрашивание на маркеры СГМК 
независимо от выбранного маркера (SM-MHC или 
α-SMA), видового происхождения первичного ан-
титела (кролик или мышь) или флюоресцентной 
метки (Alexa Fluor 555 или Alexa Fluor 488) в силу 
больших размеров СГМК и многослойности их 
расположения позволяло получить кратно более 
высокое соотношение «сигнал – шум» в сравнении 
с окрашиванием антителами к ЭК, что ясно сигна-
лизировало о наличии кровеносного сосуда внутри 
определенной области (рис. 2, А–L).

Кроме того, окрашивание антителами к СГМК 
позволяло значительно более отчетливо визуализи-
ровать геометрию капилляров в сравнении с клас-
сическим окрашиванием антителами к ЭК, посколь-
ку именно капиллярный эндотелий наиболее часто 
спадается при подготовке гистологических срезов, 
закрывая просвет сосуда и не позволяя провести 
полуколичественный анализ его площади, а также 
толщины сосудистой стенки (рис. 3, А–H). Таким 
образом, окрашивание антителами к СГМК может 
быть предложено в качестве альтернативного и бо-
лее эффективного способа детекции сосудов микро-
циркуляторного русла в сравнении с окрашиванием 
антителами к ЭК независимо от экспериментальных 
условий. Наиболее правильным с позиции теоре-

тического обоснования маркером при этом являет-
ся SM-MHC, поскольку отражает исключительно 
функциональную специализацию клеток, не являясь 
при этом белком внеклеточного матрикса (в отличие 
от α-SMA). Тем не менее, как показало в том числе 
и описываемое исследование, на практике паттерн 
окрашивания СГМК не зависит от выбранного мар-
кера. Поэтому, с позиции авторов, при окрашивании 
кровеносных сосудов допустимо использование в 
качестве их маркера как SM-MHC, так и α-SMA и, 
вероятно, также и других маркеров СГМК.

Следующим этапом исследования стала попыт-
ка идентификации специфичных маркеров веноз-
ного и капиллярного эндотелия (дифференцировку

Рисунок 2. Сравнение эндотелиальных и гладкомышеч-
ных маркеров при окрашивании различных видов сосудов 
микроциркуляторного русла (vasa vasorum) большой под-
кожной вены человека: А – артериола, окрашивание анти-
телами к CD31 и SM-MHC; B – артериола, окрашивание ан-
тителами к SM-MHC и CD31; C – артериола, окрашивание 
антителами к VE-кадгерину и α-SMA; D – артериола, окра-
шивание антителами к α-SMA и VE-кадгерину; E – венула, 
окрашивание антителами к CD31 и SM-MHC; F – венула, 
окрашивание антителами к SM-MHC и CD31; G – венула, 
окрашивание антителами к VE-кадгерину и α-SMA; H – ве-
нула, окрашивание антителами к α-SMA и VE-кадгерину; 
I – капилляр, окрашивание антителами к CD31 и SM-MHC; 
J – капилляр, окрашивание антителами к SM-MHC и CD31; 
K – капилляр, окрашивание антителами к VE-кадгерину и 
α-SMA; L – капилляр, окрашивание антителами к α-SMA и 
VE-кадгерину. Иммунофлюоресцентное окрашивание, кон-
фокальная микроскопия, ув. ×400
Figure 2. Comparison of endothelial and vascular smooth 
muscle cell markers when staining vasa vasorum of the human 
saphenous vein: A – arteriole, staining with antibodies to CD31 
and SM-MHC; B – arteriole, staining with antibodies to SM-
MHC and CD31; C – arteriole, staining with antibodies to VE-
cadherin and α-SMA; D – arteriole, staining with antibodies to 
α-SMA and VE-cadherin; E – venule, stained with antibodies 
to CD31 and SM-MHC; F – venule, staining with antibodies to 
SM-MHC and CD31; G – venule, staining with antibodies to 
VE-cadherin and α-SMA; H – venule, stained with antibodies to 
α-SMA and VE-cadherin; I – capillary stained with antibodies 
to CD31 and SM-MHC; J – capillary, stained with antibodies to 
SM-MHC and CD31; K – capillary, stained with antibodies to 
VE-cadherin and α-SMA; L – capillary, stained with antibodies 
to α-SMA and VE-cadherin. Immunofluorescent staining, 
confocal microscopy, magnification ×400
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данных сосудов от артериол целесообразно осу-
ществлять по характерной исключительно для со-
судов артериального русла эластической мембра-
не). Предварительный анализ адвентиции и около-
сосудистой жировой ткани аорт крыс Wistar проде-
монстрировал высокую специфичность механочув-

ствительного транскрипционного фактора KLF2 и 
транскрипционного фактора венозно-лимфатиче-
ской дифференцировки PROX1 как маркеров веноз-
ного эндотелия (рис. 4, A–F) и транскрипционного 

Рисунок 3. Эффективность окрашивания спавшихся (без 
сосудистого просвета) и неспавшихся капилляров (с со-
храненным сосудистым просветом): A – спавшийся капил-
ляр без сосудистого просвета, окрашивание антителами к 
CD31 и SM-MHC; B – спавшийся капилляр без сосудистого 
просвета, окрашивание антителами к SM-MHC и CD31; C 
– спавшийся капилляр без сосудистого просвета, окраши-
вание антителами к VE-кадгерину и α-SMA; D – спавшийся 
капилляр без сосудистого просвета, окрашивание антитела-
ми к α-SMA и VE-кадгерину; E – неспавшийся капилляр с 
сосудистым просветом, окрашивание антителами к CD31 и 
SM-MHC; F – неспавшийся капилляр с сосудистым просве-
том, окрашивание антителами к SM-MHC и CD31; G – не-
спавшийся капилляр с сосудистым просветом, окрашивание 
антителами к VE-кадгерину и α-SMA; H – неспавшийся ка-
пилляр с сосудистым просветом, окрашивание антителами 
к α-SMA и VE-кадгерину. Иммунофлюоресцентное окраши-
вание, конфокальная микроскопия, ув. ×400
Figure 3. Efficiency of staining collapsed and uncollapsed 
capillaries: A – collapsed capillary, staining with antibodies 
to CD31 and SM-MHC; B – collapsed capillary, staining with 
antibodies to SM-MHC and CD31; C – collapsed capillary, 
staining with antibodies to VE-cadherin and α-SMA; D – 
collapsed capillary, staining with antibodies to α-SMA and VE-
cadherin; E – uncollapsed capillary, staining with antibodies 
to CD31 and SM-MHC; F – uncollapsed capillary, staining 
with antibodies to SM-MHC and CD31; G – uncollapsed 
capillary, staining with antibodies to VE-cadherin and α-SMA; 
H – uncollapsed capillary, staining with antibodies to α-SMA 
and VE-cadherin. Immunofluorescent staining, confocal 
microscopy, magnification ×400

Figure 4. Vasa vasorum within the rat aorta: A – arteriole, 
staining with antibodies to KLF2; B – venule, stained with 
antibodies to KLF2; C – capillary, stained with antibodies 
to KLF2; D – arteriole, staining with antibodies to KLF2 and 
PROX1; E – venule, stained with antibodies to KLF2 and 
PROX1; F – capillary, stained with antibodies to KLF2 and 
PROX1; G – arteriole, staining with antibodies to KLF2 and 
HEY1; H – venule, stained with antibodies to KLF2 and HEY1; 
I – capillary stained with antibodies to KLF2 and HEY1; J – 
arteriole, staining with antibodies to KLF2 and ERG; K – venule, 
staining with antibodies to KLF2 and ERG; L – capillary, staining 
with antibodies to KLF2 and ERG; M – arteriole, staining with 
antibodies to KLF2 and KLF4; N – venule, stained with antibodies 
to KLF2 and KLF4; O – capillary, stained with antibodies to 
KLF2 and KLF4; P – arteriole, stained with antibodies to HES1; 
Q – venule, stained with antibodies to HES1; R – capillary, 
staining with antibodies to HES1. Immunofluorescent staining, 
confocal microscopy, magnification ×400

Рисунок 4. Аорта крысы, сосуды микроциркуляторного русла: 
A – артериола, окрашивание антителами к KLF2; B – венула, 
окрашивание антителами к KLF2; C – капилляр, окрашивание 
антителами к KLF2; D – артериола, окрашивание антитела-
ми к KLF2 и PROX1; E – венула, окрашивание антителами к 
KLF2 и PROX1; F – капилляр, окрашивание антителами к KLF2 
и PROX1; G – артериола, окрашивание антителами к KLF2 и 
HEY1; H – венула, окрашивание антителами к KLF2 и HEY1; 
I – капилляр, окрашивание антителами к KLF2 и HEY1; J – ар-
териола, окрашивание антителами к KLF2 и ERG; K – венула, 
окрашивание антителами к KLF2 и ERG; L – капилляр, окраши-
вание антителами к KLF2 и ERG; M – артериола, окрашивание 
антителами к KLF2 и KLF4; N – венула, окрашивание антите-
лами к KLF2 и KLF4; O – капилляр, окрашивание антителами к 
KLF2 и KLF4; P – артериола, окрашивание антителами к HES1; 
Q – венула, окрашивание антителами к HES1; R – капилляр, 
окрашивание антителами к HES1. Иммунофлюоресцентное 
окрашивание, конфокальная микроскопия, ув. ×400
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фактора артериальной дифференцировки HEY1 как 
маркера клеток стенки капилляров (рис. 4, G–I), в 
то время как транскрипционный фактор артери-
альной дифференцировки ERG детектировался во 
всех видах ЭК (рис. 4, J–L), механочувствительный 

транскрипционный фактор KLF4 – во всех видах 
СГМК и перицитах (рис. 4, M–O), а транскрипцион-
ный фактор артериальной дифференцировки HES1 
– во всех видах сосудистых клеток (рис. 4, P–R).

Тем не менее при окрашивании тканей БПВ че-
ловека механочувствительный транскрипционный 
фактор KLF2 идентифицирован в сосудистой стен-
ке артериол и капилляров и не был специфичен для 
эндотелия (рис. 5, A–С), экспрессия транскрипцион-
ного фактора HEY1 в стенке капилляров была в луч-
шем случае умеренной (рис. 5, В), а транскрипцион-
ный фактор венозно-лимфатической дифференци-
ровки PROX1 не детектирован ни в одном из видов 
кровеносных сосудов (рис. 5, D–F). Другие маркеры 
венозно-лимфатической дифференцировки LYVE1 
(рис. 5, G–I), VEGFR3 (рис. 5, J–L) и NRP2 (рис. 5, 
M–O) не были специфичны для эндотелия и с разной 
степенью выраженности детектировались во всех 
видах кровеносных сосудов, при этом экспрессия 

Рисунок 5. Большая подкожная вена человека, сосуды микро-
циркуляторного русла: A – артериола, окрашивание антителами 
к KLF2; B – венула, окрашивание антителами к KLF2; C – капил-
ляр, окрашивание антителами к KLF2 и HEY1; D – артериола, 
окрашивание антителами к PROX1; E – венула, окрашивание 
антителами к PROX1; F – капилляр, окрашивание антителами 
к PROX1; G – артериола, окрашивание антителами к CD31 и 
LYVE1; H – венула, окрашивание антителами к CD31 и LYVE1; 
I – капилляр, окрашивание антителами к CD31 и LYVE1; J – ар-
териола, окрашивание антителами к CD31 и VEGFR3; K – вену-
ла, окрашивание антителами к CD31 и VEGFR3; L – капилляр, 
окрашивание антителами к CD31 и VEGFR3; M – артериола, 
окрашивание антителами к CD31 и NRP2; N – венула, окраши-
вание антителами к CD31 и NRP2; O – капилляр, окрашивание 
антителами к CD31 и NRP2; P – артериола, окрашивание анти-
телами к KLF4; Q – венула, окрашивание антителами к KLF4; 
R – капилляр, окрашивание антителами к KLF4; S – артериола, 
окрашивание антителами к NR2F2 и HES1; T – венула, окраши-
вание антителами к NR2F2 и HES1; U – капилляр, окрашивание 
антителами к NR2F2 и HES1; V – артериола, окрашивание анти-
телами к NR2F2 и ERG; W – венула, окрашивание антителами к 
NR2F2 и ERG; X – капилляр, окрашивание антителами к NR2F2 
и ERG. Иммунофлюоресцентное окрашивание, конфокальная 
микроскопия, ув. ×400
Figure 5. Vasa vasorum within the human saphenous vein: A –
arteriole, staining with antibodies to KLF2; B – venule, stained with 
antibodies to KLF2; C – capillary, stained with antibodies to KLF2 
and HEY1; D – arteriole, staining with antibodies to PROX1; E – 
venule, stained with antibodies to PROX1; F – capillary, staining 
with antibodies to PROX1; G – arteriole, staining with antibodies 
to CD31 and LYVE1; H – venule, stained with antibodies to 
CD31 and LYVE1; I – capillary stained with antibodies to CD31 
and LYVE1; J – arteriole, staining with antibodies to CD31 and 
VEGFR3; K – venule, staining with antibodies to CD31 and 
VEGFR3; L – capillary, staining with antibodies to CD31 and 
VEGFR3; M – arteriole, staining with antibodies to CD31 and 
NRP2; N – venule, staining with antibodies to CD31 and NRP2; 
O – capillary, staining with antibodies to CD31 and NRP2; Р – 
arteriole, staining with antibodies to KLF4; Q – venule, stained 
with antibodies to KLF4; R – capillary, staining with antibodies 
to KLF4; S – arteriole, staining with antibodies to NR2F2 and 
HES1; T – venule, stained with antibodies to NR2F2 and HES1; 
U – capillary, stained with antibodies to NR2F2 and HES1; V – 
arteriole, staining with antibodies to NR2F2 and ERG; W – venule, 
stained with antibodies to NR2F2 and ERG; X – capillary, staining 
with antibodies to NR2F2 and ERG. Immunofluorescent staining, 
confocal microscopy, magnification ×400
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LYVE1 была значительно выше (рис. 5, G–L). Ана-
логичное утверждение было справедливо и для ме-
ханочувствительного транскрипционного фактора 
KLF4 (рис. 5, P–R), в то время как транскрипцион-
ный фактор артериальной дифференцировки HES1 
практически не экспрессировался в сосудистой 
стенке VV БПВ (рис. 5, S–U). Как и в аортах крыс, 
транскрипционный фактор артериальной диффе-
ренцировки ERG был специфичен для ЭК и выра-
женно экспрессировался в них независимо от их 
дифферона (рис. 5, W–X), что позволяет рассматри-
вать его как возможный панэндотелиальный мар-
кер в дополнение к CD31 и VE-кадгерину. Един-
ственным специфичным маркером, позволявшим 
при иммунофлюоресцентном окрашивании более 
или менее дифференцировать венулы от артериол и 
капилляров, был транскрипционный фактор веноз-
ной дифференцировки NR2F2, который детектиро-
ван внутри стенки некоторых венул (однако не экс-
прессируясь в венозных ЭК) и не был экспрессиро-
ван в какой-либо из клеточных популяций стенки 
артериол или капилляров, однако его экспрессия в 
венозной стенке также существенно различалась 
между венулами (рис. 5, S–X).

Иммуногистохимическое окрашивание стенки 
БПВ, однако, не выявило специфичности NR2F2 
для венул, поскольку данный транскрипционный 
фактор также экспрессировался во всей венозной 
стенке при малом разведении соответствующего 
антитела (1:100, рис. 6, A), хотя при больших разве-
дениях – 1:200 (рис. 6, B) и особенно 1:500 (рис. 6, 
C) – процент положительно окрашенных венозных 
клеток снижался. Тем не менее даже при окраши-
вании 1:500 наблюдалось положительное окраши-
вание на NR2F2 клеток всех сосудов микроцирку-
ляторного русла (рис. 6, D).

Таким образом, справедливо говорить о неспец-
ифичности описанных в литературе маркеров ар-
териальной, венозной, капиллярной и лимфатиче-
ской дифференцировки. Часть из них (KLF2, KLF4, 
LYVE1, VEGFR3, NRP2, NR2F2 и ERG) детекти-
ровалась во всех сосудах микроциркуляторного 
русла (VV) БПВ (KLF2 и NR2F2 – во всей сосуди-
стой стенке, ERG – в ЭК, KLF4, LYVE1, VEGFR3 и 
NRP2 – в СГМК), еще часть (PROX1, HEY1, HES1) 
не детектировались вообще либо были экспресси-
рованы чрезвычайно слабо (при этом антитела к 
данным транскрипционным факторам позволяли 
детектировать соответствующий и специфичный 
сигнал в тканях крыс, что свидетельствует о тех-
нической валидности эксперимента. Кроме того, 
транскрипционные факторы артериальной диффе-
ренцировки HES1 и ERG также не продемонстри-
ровали приверженности какому-либо эндотелиаль-
ному дифферону даже в тканях аорт крыс: первый 
из них экспрессирован во всех сосудистых клеточ-
ных популяциях, второй – во всех видах ЭК. 

Обсуждение
В научно-исследовательской практике детекция 

кровеносных сосудов, в том числе сосудов микро-
циркуляторного русла и конкретно VV, осущест-
вляется при помощи иммуногистохимического 
или иммунофлюоресцентного окрашивания на ряд 
специфичных маркеров, к которым относят CD31, 
VE-кадгерин, VEGFR2, фактор фон Виллебранда 
(vWF), CD34 и ряд других. Дискуссии в отноше-
нии оптимального маркера ЭК не утихают и по сей 
день, однако, как правило, остаются на стадии не-
формальных обсуждений в рамках научных меро-
приятий или переписки с рецензентами в процессе 
подготовки к принятию статьи в печать. С теорети-
ческой стороны критике можно подвергнуть любой 
из этих маркеров. К примеру, CD34 является мар-
кером эндотелиальных прогениторных клеток [10], 
причем данный рецептор также экспрессируется и 
на других клетках-предшественниках [11]. Фактор 
фон Виллебранда действительно обильно детекти-
руется в цитозоле ЭК в виде телец Вайбеля – Пала-
де, однако также служит белком субэндотелиально-
го внеклеточного матрикса, что особенно заметно 
при окрашивании тканеинженерных сосудистых 
протезов малого диаметра [10]; кроме того, вслед-
ствие его роли в обеспечении гемостаза он также

Рисунок 6. Иммуногистохимическое окрашивание боль-
шой подкожной вены человека на транскрипционный фак-
тор NR2F2: A – стенка большой подкожной вены, разведе-
ние 1:100, ув. ×200; B – стенка большой подкожной вены, 
разведение 1:200, ув. ×200; C – стенка большой подкожной 
вены, разведение 1:500, ув. ×200; D – vasa vasorum в адвен-
тиции большой подкожной вены, разведение 1:500, ув. ×400
Figure 6. Immunohistochemical staining of the human 
saphenous vein for the NR2F2 transcription factor. A – venous 
wall, dilution 1:100, magnification ×200; B – venous wall, 
dilution 1:200; C – venous wall, dilution 1:500; D – vasa 
vasorum in the saphenous vein adventitia, dilution 1:500, 
magnification ×400
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может детектироваться в тромбах различной ве-
личины безотносительно ЭК [12]. VE-кадгерин 
по своей сути является маркером межклеточных 
контактов и, хотя специфичен для ЭК, может не 
окрашивать отдельные ЭК, потерявшие контакты 
с соседними ЭК в случае прерывистости эндоте-
лиального монослоя; кроме того, данный маркер 
зачастую не окрашивает апикальную и базальные 
поверхности ЭК. CD31 (PECAM1) по своей приро-
де экспрессируется не только в ЭК, но и в тром-
боцитах (что ясно из названия данной молекулы 
– platelet endothelial cell adhesion molecule) и поэ-
тому может также быть высокоэкспрессирован-
ным в тромбах. В этом отношении привлекательна 
высокая специфичность VEGFR2, однако степень 
экспрессии данного маркера на порядок ниже, 
чем CD31 или VE-кадгерина, что зачастую делает 
затруднительным высококачественное окрашива-
ние ЭК с его помощью. Данная проблема особен-
но актуальна при окрашивании биоискусственных 
тканей (к примеру, вышеуказанных тканеинженер-
ных сосудистых протезов) и ксеногенных (гетеро-
логических) имплантатов (к примеру, биопротезов 
клапанов сердца или сосудистых заплат для каро-
тидной эндартерэктомии). На практике, с позиции 
авторов статьи, высокая специфичность VEGFR2 
не перекрывает его относительно низкой чувстви-
тельности в сравнении с CD31 и VE-кадгерином, 
окрашивание на которые даже на больших разве-
дениях гарантирует высококачественную имму-
нодетекцию, несмотря на их указанные в данном 
абзаце недостатки. По этой причине в данной ра-
боте в качестве маркеров ЭК использованы именно 
CD31 и VE-кадгерин, позволяющие получить наи-
более представительную иммунофлюоресцентную 
картину в нативных тканях (к которым относятся и 
аорта крысы, и БПВ человека).

Проблемой применения антител к специфич-
ным белкам ЭК (в том числе CD31 и VE-кадгерина) 
в качестве маркеров сосудов микроциркуляторно-
го русла является то, что их относительно тонкая 
стенка часто не обеспечивает достаточного запаса 
упругости для сохранения сосудистой геометрии 
при подготовке гистологических срезов, что при-
водит к их спадаемости и даже закрытию просвета 
сосуда. В этой ситуации (как показано на одном из 
рисунков в данной работе) сосуд при окрашивании 
на маркеры ЭК детектируется как скопление кле-
ток, которое не дает объективной информации об 
изначальной геометрии сосуда и, строго говоря, 
даже не может быть использовано как доказатель-
ство присутствия сосуда в ткани, что имеет особую 
значимость для безошибочного машинного обуче-
ния и последующей автоматизированной детекции.

В соответствии с этим одной из двух основных 
целей данной работы стала оценка антител к спец-
ифичным белкам СГМК как маркеров сосудистой 

стенки. В сравнении с монослоем ЭК слои СГМК 
занимают кратно (в ряде случаев – на порядки) 
большую площадь сосуда, что позволяет обеспе-
чить значительно более сильный иммуногистохи-
мический или имммунофлюоресцентный сигнал. 
Кроме того, поскольку именно СГМК составляют 
≥80% площади сосудов микроциркуляторного рус-
ла [13], иммуноокрашивание на их специфичные 
белки позволяет осуществить достаточно адекват-
ную оценку сосудистой геометрии даже при спа-
дании просвета сосуда, а также обеспечить надеж-
ность машинного обучения и дальнейшей детек-
цией VV при помощи искусственного интеллекта. 
К маркерам СГМК относятся тяжелые цепи миози-
на гладких мышц (SM-MHC), альфа-актин гладких 
мышц (α-SMA), кальпонин, SM22α и смузелин, из 
которых наиболее часто выделяют использован-
ные в данном исследовании SM-MHC и α-SMA. 
По аналогии с маркерами ЭК дискуссии в отно-
шении оптимального маркера СГМК ведутся в ос-
новном в кулуарах специализированных научных 
форумов и переписке с рецензентами, при этом 
наиболее горячей темой для обсуждения становит-
ся правомерность использования α-SMA, который 
также является белком внеклеточного матрикса.

Проведенное исследование показало, что оба 
выбранных маркера (SM-MHC и α-SMA) харак-
теризуются близким паттерном окрашивания и 
являются высокоспецифичными для СГМК. Срав-
нительное иммуноокрашивание на маркеры ЭК и 
СГМК в контексте детекции сосудов микроцир-
куляторного русла в соответствии с выдвинутой 
гипотезой действительно продемонстрировало 
возможность объективной оценки сосудистой гео-
метрии при окрашивании на SM-MHC или α-SMA 
вне зависимости от среза, выбранного антитела 
или типа сосуда (артериола, венула или капил-
ляр), что в сочетании с высокой интенсивностью 
флюоресцентного сигнала позволяет обосновать 
использование маркеров СГМК для иммуноде-
текции VV. Стоит отметить, что перициты стенки 
капилляров также окрашивались на SM-MHC или 
α-SMA по аналогии с СГМК артериол и венул, что 
делает данные маркеры подходящими для всех ви-
дов сосудов микроциркуляторного русла. В этом 
отношении полученные нами данные соответству-
ют приводимым в литературе, поскольку ранее 
также показана экспрессия α-SMA перицитами 
капилляров сетчатки [14], головного мозга [15–17] 
и легких [18–20]. Таким образом, хотя репертуар 
молекулярной экспрессии перицитов может суще-
ственно отличаться между различными тканями 
и органами (в этом отношении капилляры в связи 
с различным функциональным значением имеют 
большую вариабельность структуры в сравнении с 
артериолами и венулами), экспрессия перицитами 
α-SMA указывает на правомерность использования
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маркеров СГМК для оценки состояния микроцир-
куляторного русла и в других органах и тканях. 
Стоит, однако, отметить, что данные во всех при-
водимых статьях касаются исключительно пери-
цитарной экспрессии α-SMA, а не SM-MHC или 
иных маркеров сосудистой гладкомышечной диф-
ференцировки. Также следует подчеркнуть, что 
ни α-SMA, ни SM-MHC в ЭК на уровне детектиру-
емого при иммунофлюоресцентном окрашивании 
белка не детектируются (что показано в данной 
работе) и практически не экспрессируются даже 
на уровне транскриптов (собственные данные, 
приводимые в оригинальной статье нашей группы 
из этого же номера журнала).

Второй целью данной работы стал анализ воз-
можности дифференцировать артериолы, венулы и 
капилляры на основании иммуноокрашивания, что 
особенно важно в контексте машинного обучения и 
возможной дифференциальной роли различных ти-
пов сосудов микроциркуляторного русла в развитии 
патологий кровеносных сосудов (к примеру, ресте-
ноза или атеросклероза), а также в ремоделирова-
нии кровеносного сосуда de novo на месте тканеин-
женерного сосудистого протеза. Согласно данным 
литературы, к маркерам артериальной дифферен-
цировки относят в первую очередь транскрипци-
онные факторы сигнального пути Notch – HES1, 
HEY1, HEY2 и ERG [21], к маркерам венозной диф-
ференцировки – транскрипционный фактор NR2F2 
(COUP-TFII) [22] и нейропилин-2 (NRP2), являю-
щийся корецептором к изоформам фактора роста 
сосудистого эндотелия VEGF-A и VEGF-C [23], а 
к маркерам лимфатической дифференцировки – 
транскрипционный фактор PROX1 [24], мембран-
ный гликопротеиновый рецептор к гиалуроновой 
кислоте LYVE1 [25, 26] и VEGFR3, мембранный 
рецептор к изоформам фактора роста сосудистого 
эндотелия VEGF-C и VEGF-D [27], а также мем-
бранный гликопротеин подопланин [28]. Сведения 
о маркерах капиллярной дифференцировки (в осо-
бенности в адвентиции кровеносных сосудов) неяс-
ны, поскольку строение и молекулярный профиль 
капилляров в значительной степени органоспеци-
фичны. Как правило, в качестве маркеров предпо-
читают использовать транскрипционные факто-
ры, поскольку они являются мастер-регуляторами 
дифференцировки, контролирующими экспрессию 
целого спектра других белков, включая мембран-
ные рецепторы, каждый из которых по отдельности 
может быть маркером, но не фактором дифферен-
цировки (что ограничивает его информативную 
ценность). Тем не менее в отдельных случаях для 
подтверждения того или иного направления диффе-
ренцировки (в особенности это касается венозного 
и лимфатического дифферонов) возможно исполь-
зование и мембранных рецепторов, как правило, 
гликопротеиновой природы.

Несмотря на использование широкой палитры 
молекулярных маркеров (механочувствительные 
транскрипционные факторы KLF2 и KLF4, транс-
крипционные факторы артериальной дифферен-
цировки HES1, HEY1 и ERG, транскрипционный 
фактор венозно-лимфатической дифференцировки 
PROX1, маркеры венозно-лимфатической диффе-
ренцировки LYVE1, VEGFR3 и NRP2, транскрипци-
онный фактор венозной дифференцировки NR2F2) 
и определенные успехи при анализе их специфич-
ности в адвентиции и околососудистой жировой 
ткани аорт крыс (в частности, специфичность ме-
ханочувствительного транскрипционного фактора 
KLF2 и транскрипционного фактора венозно-лим-
фатической дифференцировки PROX1 для венул, а 
также определенная специфичность транскрипци-
онного фактора артериальной дифференцировки 
HEY1 для капилляров), анализ адвентиции БПВ 
человека не выявил специфичности какого-либо 
из вышеуказанных маркеров для артериол, венул 
или капилляров. При этом транскрипционные фак-
торы PROX1, HEY1 и HES1 экспрессировались в 
VV БПВ чрезвычайно слабо или не экспрессирова-
лись вообще, а транскрипционные факторы KLF2, 
KLF4 и NR2F2 и белки LYVE1, VEGFR3 и NRP2 
экспрессировались в сосудистой стенке вне зависи-
мости от типа сосуда. Интересным и не сочетаю-
щимся с классическими представлениями является 
тот факт, что экспрессия KLF4, LYVE1, VEGFR3 
и NRP2 была ограничена СГМК – как правило, 
LYVE1 и VEGFR3 рассматривают как маркеры 
лимфатического эндотелия [26–28], а NRP2 – как 
маркер венозного эндотелия [29]. Кроме того, стоит 
отметить высокую специфичность транскрипцион-
ного фактора артериальной дифференцировки ERG 
для ЭК и его экспрессию независимо от их диффе-
рона (то есть в артериолах, венулах и капиллярах), 
при этом такой паттерн наблюдался в адвентиции 
как аорт крыс, так и БПВ человека. Это позволя-
ет предложить транскрипционный фактор ERG в 
качестве дополнительного маркера эндотелиаль-
ной дифференцировки – в дополнение к CD31 и 
VE-кадгерину.

Таким образом, на текущем уровне научно-тех-
нического развития единственным надежным и 
ясно детектируемым маркером, позволяющим от-
личить артериолы от венул и капилляров в тканях 
взрослого человека (по крайней мере в его крове-
носных сосудах и прилежащей к ним жировой тка-
ни), являются эластические мембраны, которые в 
силу высокой плотности эластина обладают выра-
женной аутофлюоресценцией в зеленом или синем 
канале и могут быть специфично окрашены соче-
танием хлорида железа и раствора Люголя в соче-
тании с гематоксилином при пентахромном окра-
шивании по Расселлу – Мовату (а также при же-
лании – антителами к эластину). Различение венул
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и капилляров, вероятно, возможно исключительно 
на уровне сосудистой геометрии (диаметр просве-
та сосуда, толщина и форма сосудистой стенки), а 
также с некоторой долей вероятности – на уровне 
ультраструктурных особенностей СГМК венул и 
капиллярных перицитов. Оба способа не лишены 
недостатков, поскольку дифференцирование венул 
и капилляров исключительно на основании геоме-
трии может приводить к недостаточной специфич-
ности для эффективного машинного обучения, а 
анализ ультраструктуры требует получения элек-
тронно-микроскопических изображений, что резко 
ограничивает широту применения данного метода. 
К сожалению, вопрос о специфичности отдельных 
белков-маркеров артериальной, венозной и капил-
лярной дифференцировки в тканях взрослого чело-
века остается открытым.

Наибольшую актуальность проведенное иссле-
дование, вероятно, имеет с точки зрения анализа 
возможной эффективности обучения инструмен-
тов искусственного интеллекта (нейронных сетей) 
для определения и дифференцировки сосудов ми-
кроциркуляторного русла. С этой целью для авто-
матизированной детекции таких сосудов (к приме-
ру, VV) рекомендуется применять пентахромное 
окрашивание по Расселлу – Мовату, поскольку оно 
позволяет дифференцировать артериолы от венул 
и капилляров, различение которых далее, видимо, 
придется проводить на основе характерных паттер-
нов их геометрии. Поскольку данный вид окраши-
вания является достаточно редким и, как правило, 
применяется лишь в профильных лабораториях, 
дальнейшее обучение нейронных сетей для анализа 
состояния микроциркуляторного русла представля-
ется целесообразным на основе окрашивания гема-
токсилином и эозином с обязательным сопоставле-
нием паттерна полученного окрашивания с тако-
вым при пентахромном окрашивании по Расселлу 
– Мовату. Идеальным вариантом такого анализа ви-
дится двойное виртуальное окрашивание криосре-
зов – гематоксилином и эозином и пентахромное по 
Расселлу – Мовату – при помощи нейронной сети, 
заранее обученной на определенной выборке.

Заключение
Маркеры СГМК (в частности SM-MHC и 

α-SMA) могут и должны применяться для имму-
нодетекции сосудов микроциркуляторного русла в 
норме и при патологии, поскольку обладают объ-
ективными преимуществами перед маркерами ЭК 

(в частности CD31 и VE-кадгерином), позволяя 
проводить анализ сосудистой геометрии вне зави-
симости от артефактов пробоподготовки срезов и 
обеспечивая значительно (кратно или на порядок) 
лучшее соотношение «сигнал – шум». Дифферен-
циальное окрашивание различных типов сосудов 
микроциркуляторного русла (артериол, венул и 
капилляров) с помощью специфических антител в 
тканях взрослого человека (к примеру, клинически 
релевантной БПВ) едва ли представляется возмож-
ным, поскольку все исследованные классические 
литературные маркеры не являются специфичными 
на этом этапе индивидуального развития человека. 
По этой причине для машинного обучения при соз-
дании инструментов искусственного интеллекта 
для анализа сосудов микроциркуляторного русла 
рекомендуется применять пентахромное окраши-
вание по Расселлу – Мовату и на его основе рутин-
ное окрашивание гематоксилином и эозином. Пер-
спективным конечным решением представляется 
технология виртуального окрашивания криосрезов 
гематоксилином и эозином и по Расселлу – Мовату 
при помощи нейронной сети, предварительно обу-
ченной на массиве соответствующих изображений.
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