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Представлены данные по изучению влияния церулоплазмина (КФ 1.16.31) на развитие эксперимен
тального миозин-индуцированного ДКМП-подобного повреждения миокарда у мышей. Определяли 
уровни антител против миокардиального миозина человека и мыши, а также патоморфологиче-
ские изменения сердечной ткани на разных этапах развития заболевания. Показано, что 
церулоплазмин оказывает дозозависимое кардиопротекторное и им му но модулирующее действие. 
Более выраженное благоприятное его влияние было выявлено при введении в дозе 50 мкг/кг веса 
мыши. 

Введение. Церулоплазмин (ЦП) (Fell: кислородок-
сидоредуктаза, КФ 1.16.31) является объектом ин
тенсивных исследований в течение последних 20 
лет. Процессы, в которых участвует ЦП, имеют 
как ферментативную, так и неферментативную 
природу. ЦП — полифункциональный белок, уча
ствующий в транспорте меди, обмене железа, в 
рецепторных взаимодействиях с клетками различ
ных тканей, во взаимодействиях с иммунокомпе-
тентными клетками, в окислении биогенных ами
нов, выполняет антиоксидантную и ферроксидаз-
ную функции, регулирует перекисное окисление 
липидов [1—5]. 

Изменение активности ЦП наблюдается при 
стрессовых состояниях, болезни Вильсона, артри
тах, болезни Паркинсона, онкологических и ин
фекционных заболеваниях, при сердечно-сосуди-
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стых патологиях [6—10]. В клинической практике 
ЦП применяется для стимуляции гемопоэза, деток-
сикации, в комплексной терапии онкологических 
заболеваний для иммунологической коррекции, на
значается в период предоперационной подготовки 
больных [11]. 

Одним из заболеваний сердечно-сосудистой си
стемы, чаще всего привлекающем внимание иссле
дователей в последнее время, является дилатацион-
ная кардиомиопатия (ДКМП). На сегодня известны 
многие этиологические факторы ДКМП, однако 
патогенетические механизмы данного заболевания 
остаются неясными [12, 13]. Одной из основных 
патогенетических теорий ДКМП является вирусо-
иммунологическая, согласно которой важную роль 
в развитии и прогрессировании миокардиальных 
повреждений играют аутоиммунные реакции [13— 
15]. 

При ДКМП выявлен широкий спектр аутоан-
тигенов и одним из главных является миозин [16, 
17]. Известна экспериментальная модель миозин-
индуцированного миокардита у мышей [18, 19]. 
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Нами разработана мышиная модель аутоиммунного 
миозин-индуцированного поражения миокарда, при 
котором в сердечной мышце развиваются морфоло
гические изменения, подобные тем, что отмечают
ся при ДКМП у человека [20]. 

Цель настоящего исследования состояла в изу
чении действия ЦП на развитие экспериментально
го миозин-индуцированного ДКМП-подобного по
вреждения миокарда у мышей. 

Материалы и методы. В исследовании исполь
зовали 48 мышей — самцов линии BALB/c в возра
сте 12—16 недель. Мышей иммунизировали смесью 
полного адъюванта Фрейнда (ПАФ) и миозина, 
выделенного из миокарда левого желудочка боль
ных с ДКМП (МЖД), умерших в результате про
грессирующей сердечной недостаточности. Мышей 
иммунизировали подкожно (200 мкг/мышь). МЖД 
(концентрация 2 мг/мл) вводили в равном объеме 
ПАФ. Через 7 дней проводили повторную иммуни
зацию половинной дозой МЖД по той же схеме. 
На следующий день после повторной иммунизации 
16 мышам из данной группы внутрибрюшинно 
вводили ЦП в дозе 50 мкг/кг веса (группа ЦПм), 
а 16 животным — в дозе 250 мкг/кг веса (группа 
ЦПб). Группу контроля составили 16 иммунизиро
ванных мышей, которым терапию ЦП не проводи
ли (группа МЖД). 

Выделение МЖД, контроль чистоты препара
тов и определение концентрации белка проводили 
по методикам, описанным ранее [21, 22]. 

Мышей декапитировали под легким эфирным 
наркозом через 14 и 52 дня после повторной 
иммунизации. Для оценки влияния ЦП на разви
тие экспериментального повреждения миокарда 
мышей использовали морфологические и иммуно-
химические методы исследования. 

Для морфологического исследования сердце из
влекали работающим и останавливали перфузиро-
ванием охлажденным (температура 4 °С) 4 %-м 
раствором параформальдегида. Из боковых стенок 
левого и правого желудочков и межжелудочковой 
перегородки единообразно во всех случаях через 
толщу миокарда от основания до верхушки сердца 
иссекали кусочки для гистологического исследова
ния. 

Материал фиксировали в течение 24 ч в 10 %-
м растворе формалина в 0,1 М фосфатном буфере 
(рН 7,4), по стандартизованной схеме обезвожива
ли в спиртах восходящей крепости и заливали в 
парафин. Из ткани миокарда делали срезы толщи
ной 5 мкм, окрашивали их гематоксилином и 
эозином по методу ван-Гизона, а также гематокси
лином-основным фуксином-пикриновой кислоты 
(ГОФП) по методу, предложенному в работе [23 ]. 

Гликозаминогликаны выявляли в ткани с помощью 
ШИК-реакции по McManus с предшествующей об
работкой а-амилазой для удаления гликогена. 

Для изучения состояния сократительного аппа
рата кардиомиоцитов (КМЦ) использовали метод 
поляризационной микроскопии. Виды повреждений 
и степень контрактурных изменений кардиомиоци
тов оценивали по критериям, предложенным в 
работе [24]. 

Для объективизации степени повреждения 
мышцы сердца определяли относительную пло
щадь, занятую КМЦ с фуксиноррагией сарко
плазмы при окраске по [23], контрактурными по
вреждениями различной степени (К) по [24 ], мио-
цитолитическими повреждениями (М), очагами 
резорбции некротизированных КМЦ (РК) и очага
ми кардиосклероза (ОК), что дает возможность 
оценивать относительный объем участков повреж
дения [23, 25]. 

Измерения осуществляли при 200-кратном 
увеличении. В каждом случае производили морфо-
метрическую оценку не менее 30 участков миокар
да, полученных методом случайного отбора [23, 
25]. 

Сыворотку крови мышей получали по стандар
тной методике и хранили при -20 °С с добавлением 
50 % глицерина. Уровень циркулирующих антител 
(AT) определяли с помощью твердофазного имму-
ноферментного анализа (EL1SA) с модификациями 
[26]. 

Результаты исследования обрабатывали стати
стически с использованием пакета статистических 
программ «STATISTICA 5.0» (StatSoft, Inc., США). 
Для оценки достоверности различий показателей 
использовали /-критерий Стьюдента, тесты Kol-
mogorov-Smirnov и Mann-Whitney U test. Значения 
р < 0,05 рассматривали как критерий достоверности 
различий. 

Результаты и обсуждения. Морфологические 
изменения сократительного миокарда эксперимен
тальных животных группы ЦПм на 14-й день 
эксперимента проявлялись в нерезко выраженном 
полнокровии венозных сосудов и капилляров со 
стазами в единичных венах, незначительном пери-
васкулярным и интерстициальным отеками с мель
чайшими немногочисленными очаговыми скопле
ниями лейкоцитов в интерстиции (рис. 1). Количе
ство тучных клеток было невелико, дегрануляция 
их не обнаружена. Число фибробластов и волокни
стый компонент стромы увеличены незначительно. 
В целом гемоциркуляторные изменения в миокарде 
мышей данной группы на 14-й день эксперимента 
были выражены в меньшей степени, чем у живо
тных группы МЖД (рис. 2). 
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Распространенность КМЦ с К I—III степени в 
миокарде мышей группы ЦПм достоверно не отли
чалась, а относительный объем РК, ОК и количе
ство очагов М были во много раз ниже, чем у 
животных группы МЖД (р < 0,003) (табл. 1). 

Исследование, проведенное через 52 дня после 
повторной иммунизации, показало, что в миокарде 
мышей группы ЦПм обнаруживаются крайне не
значительные гемоциркуляторные нарушения в ви
де полнокровия отдельных венозных сосудов и 

ИЗУЧЕНИЕ ДЕЙСТВИЯ ЦЕРУЛОПЛАЗМИНА ПРИ ПОВРЕЖДЕНИИ МИОКАРДА 

Рис 1. Морфологические изменения 
миокарда мышей группы ЦПм: не
резко выражено полнокровие сосу
дов со стазами, волнистая деформа
ция единичных кардиомиоцитов, 
лимфоцитарная инфильтрация, еди
ничные контрактурные повреждения 
I—III степени. Окраска гематокси
лином и эозином, х 100 

Рис. 2. Морфологические изменения 
миокарда мышей, иммунизирован
ных миозином, выделенным из левого 
желудочка больных ДКМП: множест
венные контрактурные повреждения 
I—III степени и миоцитолитические 
повреждения. Окраска гематоксили
ном и эозином, х 100 

слабовыраженного интерстициального отека. При 
этом количество скоплений лейкоцитов в интерсти-
ции и тучных клеток (без признаков дегрануля-
ции) в периваскулярных пространствах несколько 
увеличивалось по сравнению с предшествующим 
сроком наблюдения. Также нерезко усиливаются 
явления диффузного фиброза. Относительный объ
ем КМЦ с К снижается по сравнению с предшест
вующим сроком наблюдения (р < 0,01). При этом 
относительный объем РК, количество ОК и М в 
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Таблица J 
Показатели типа и степени повреждения миокарда, по данным световой микроскопии, через 14 и 52 дня после иммунизации в 
группах мышей, которым вводит церулоплазмин в талой» (ЦПм) и «большой» (ЦПб) дозах, и у животных контрольной 
группы, получавших миозин, выделенный из левого желудочка больных с ДКМП (МЖД) (М ± т) 

П р и м е ч а н и е . *Достоверность различий по сравнению с аналогичными показателями мышей из контрольной группы МЖД, 
которым не вводили ЦП (р < 0,05); **достоверность различий по сравнению с аналогичными показателями у мышей группы ЦПм 
(р < 0,05). К —контрактурные повреждения; РК — очаги резорбции некротизированных кардиомиоцитов; О — очаги кардиосклеро
за; М — миоцитолитические повреждения. 

данной группе достоверно не изменяются. Значе
ния данных показателей в группе ЦПм, как и на 
предыдущем этапе, были во много раз ниже, чем у 
животных группы МЖД (р < 0,02). 

Анализ морфологических изменений миокарда 
мышей группы ЦПб на 14-й день эксперимента 
выявил мозаичные гемоциркуляторные изменения: 
зоны полнокровия чередовались с единичными ди-
апедезными кровоизлияниями и слабовыраженным 
периваскулярным отеком с зонами запустевания 
венозных сосудов. Признаки повышенного коллаге-
нообразования в строме миокарда данных живо
тных не выявлены. Отмечены единичные тучные 
клетки без признаков дегрануляции. В отдельных 
сосудах отмечались лейкостазы (рис. 3). 

Распространенность К, РК и заместительного 
ОК, количество М очагов в группе ЦПб достоверно 
не отличались от таковых в группе ЦПм. Значения 
всех показателей за исключением распространен
ности К в группе мышей ЦПб была во много раз 
ниже, чем в группе животных МЖД (р< 0,001) 
(табл. 1). 

Через 52 дня гемоциркуляторные изменения в 
миокарде мышей группы ЦПб выражены в значи
тельно большей степени, чем в предшествующем 
сроке наблюдения. Полнокровие венозных сосудов 
и капилляров со стазами в отдельных венулах 
резко выражено. Выявлены множественные диапе-
дезные кровоизлияния в периваскулярное про
странство, периваскулярный и интерстициальный 
отеки. Гемоциркуляторные нарушения сочетались с 
умеренно выраженным интерстициальным фибро

зом, формированием небольших лимфоидных ин
фильтратов, увеличением количества тучных кле
ток и наличием признаков их дегрануляции. В то 
же время относительный объем К, очагов РК, 
распространенность ОК и внутриклеточного М до
стоверно не изменялись по сравнению с таковыми 
в предшествующем сроке наблюдения (табл. 1). 

Определение уровня AT против МЖД показа
ло, что через 14 дней после иммунизации в пулах 
сывороток мышей как группы ЦПм, так и ЦПб 
отмечается незначительное их снижение по сравне
нию с таковыми в контрольной группе животных 
МЖД (табл. 2). Уровень упомянутых AT в группе 
ЦПм в различных разведениях сыворотки был на 
2,24 % (разведение 1/540) и 20,93 % (разведение 
1/1620) ниже, чем у мышей контрольной группы 
МЖД. Расчеты показывают, что их уровень у 
мышей группы ЦПб в разведениях сыворотки 
1/180 и 1/1620 на 10,99 и 29,07 % ниже, чем у 
контрольных животных из группы МЖД. При этом 
уровень AT против МЖД в группе ЦПб в разведе
нии сыворотки 1/540 был на 6,15 % выше, чем у 
мышей группы МЖД. 

Повторные исследования через 52 дня после 
иммунизации выявили, что в обеих группах проис
ходит дальнейшее снижение уровня AT против 
МЖД (табл. 2). Титры этих AT в обеих группах 
мышей, которым вводили ЦП, были ниже, чем в 
контроле. При этом более выраженное снижение 
наблюдалось в группе мышей ЦПм. 

В то же время изучение уровня AT против 
мышиного миозина (ММ) выявило, что их титры в 
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Рис. 3. Морфологические изменения 
миокарда мышей группы ЦПб: пол
нокровие сосудов со стазами, еди
ничные миоцитолитические повре
ждения. Окраска гематоксилином и 
эозином, х 200 

Таблица 2 
Уровень антител против миозина, выделенного из миокарда левого желудочка больных с ДКМП (МЖД), в пулах сывороток 
мышей, которым вводили церулоплазмин в «малой» (ЦПм) или «большой» (ЦПб) дозах, и у животных контрольных групп 
(получавших смесь МЖД и полного адъюванта Фрейнда) 

обеих группах, которым вводили ЦП, уже на 14-й 
день были достоверно ниже, чем у мышей из 
группы МЖД. Следует отметить, что более значи
тельное снижение уровня данных AT отмечалось в 
группе ЦПб (табл. 3). 

Повторные исследования через 52 дня после 
иммунизации показали, что у мышей группы ЦПм 
наблюдается дальнейшее снижение уровня AT про
тив ММ (р<0,01). В данной группе титры этих AT 
были на 11,64 % ниже, чем на предыдущем этапе. 
В то же время у мышей группы ЦПб через 52 дня 
выявлено некоторое повышение их уровня (на 
5,76 % ) , однако недостоверное. Через 52 дня уро
вень AT против ММ в обеих группах мышей, 
которым вводили ЦП, так же, как и на предыду

щем этапе, был достоверно ниже, чем у контроль
ных животных (табл. 3). 

Таким образом, результаты проведенного ис
следования свидетельствуют о том, что церулоп
лазмин оказывает выраженное кардиопротекторное 
и иммуномодулирующее действие при эксперимен
тальном моделировании миозин-индуцированного 
миокардиального повреждения. 

Под действием обеих доз ЦП у данных мышей 
происходит значительное снижение распространен
ности повреждения сердечной мышцы уже на 14-й 
день, сохраняющееся и через 52 дня после иммуни
зации. Данный благоприятный эффект более выра
жен при введении «малой» дозы (50 мкг/кг веса) 
препарата. 
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Таблица 3 
Уровень антител против мышиного миозина в сыворотках (разведение J/540) мышей, которым после иммунизации вводили 
церулоплазмин в «малой» (группа ЦПм) или «большой» (группа ЦПб) дозах, и у животных контрольных групп (получавших 
смесь МЖД и полного адъюванта Фрейнда) (М ±т) 

'Достоверность различий по сравнению с МЖД (р < 0,01). 

Результаты исследования показали, что введе
ние ЦП независимо от дозы приводит к снижению 
уровня AT как против МЖД, так и против ММ уже 
на первом этапе исследования. При этом, несмотря 
на то, что на 14-й день количество AT уменьши
лось более выраженно у мышей, которым вводили 
«большую» дозу ЦП, дальнейшее снижение их 
титров через 52 дня отмечалось лишь у животных 
группы ЦПм. 

Нарастание гемоциркуляторных изменений и 
отсутствие снижения распространенности сегмен
тарных контрактурных повреждений КМЦ, появле
ние лимфоидных инфильтратов в миокарде мышей 
и динамика уровня AT против МЖД и ММ через 
52 дня свидетельствуют о менее стойком положи
тельном эффекте «большой» дозы (250 мкг/кг веса) 
ЦП. 

Исходя из полученных результатов представ
ляется целесообразным проведение дальнейших 
как экспериментальных, так и клинических иссле
дований для уточнения механизмов благоприятных 
эффектов церулоплазмина, которые, возможно, по
зволят расширить показания к клиническому при
менению данного препарата. 

L. L. Sidorik, V. I. Bobyk, О. М. Fedorkova, D. V. Ryabenko, 
О. V. Sergienko, 1. V. Trunina, О. V. Koroleva, Ye. V. Stepanova, 
Yu. N. Gusarova, G. Kh. Matsuka 

The investigation of ceruloplasmin influence on the experimental 
myosin-induced myocardial damage 

Summary 

The data on influence of different doses of ceruloplasmin on the 
autoimmune myosine-induced myocardial damage like dilated car
diomyopathy obtained on the mouse model are presented. The level 
of autoantibodies directed against the human and mouse myosins 
has been examined. The cardiomyocites morphological injures have 
been revealed by a hystochemical assay at different stages of the 
disease progression. We have shown dose-depended cardioprotective 
and immunomodulating effects of ceruloplasmin 

Л. Л. Сидорик, В. I. Бобик, О. M. Федоркова, Д. В. Рябенко, 
О. В. Сергіенко, I. В. Труніна, О. В. Корольова, 
О. В. Степанова, Ю. Н. Гусарова, Г. X. Мацука 

Вивчення дії церулоплазміну при експериментальному міозин-
індукованому пошкодженні міокарда 

Резюме 

Представлено результати вивчення впливу церулоплазміну 
(КФ 1.16.31) на розвиток експериментального міозин-інду-
кованого ДКМП-подібного пошкодження міокарда у мишей. 
Визначали рівні антитіл проти міокардіального міозину люди
ни та миші і патоморфологічні зміни серцевої тканини на 
різних етапах розвитку захворювання. Показано, що церулоп-
лазмін виявляє кардіопротекторну та імуномодулюючу дію в 
дозі 50 мкг/кг ваги. 
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