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Изучена структурная реорганизации миокарда крыс при введении доксорубицина и тритерпеноидов 

(бетулоновой кислоты и ее β-аланиламида). Показано, что доксорубицин вызывает значительные некро-
биотические повреждения кардиомиоцитов, их гибель, обусловливая уменьшение массы сердца и общей 
численности кардиомиоцитов. Одновременно происходит значительное уменьшение репликативного пула 
миокарда – доли одноядерных кардиомиоцитов. При введении бетулоновой кислоты и ее β–аланиламида 
в схему химиотерапии отмечаются сходные морфофункциональные изменения миокарда, но степень вы-
раженности изменений массы сердца, общей численности КМЦ и доли одноядерных клеток различна. При 
использовании обоих тритерпеноидов после однократного введения доксорубицина численность кардио-
миоцитов в сердце снижается в меньшей степени, чем только после введения одного цитостатика. Установ-
ленная возможность восстановления численности кардиомиоцитов после воздействия кардиотоксическими 
препаратами и изменения соотношения одно- и двуядерных кардиомиоцитов под действием тритерпеноидов 
может способствовать развитию новых технологий стимулирования клеточных форм регенерации кардио-
миоцитов при сердечной патологии.
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Structural reorganization of rat myocardium under the impact of doxorubicin, betulonic acid and its β-alanine 
amide was studied. It is shown that the cardiotoxic effects of doxorubicin appear in the necrobiotic cardiomyocyte 
damages and their death resulting in decrease of heart mass and reduction in the total number of cardiomyocytes. 
At the same time the replicative pool of cardiomyocytes, namely mononuclear cells, was signifi cantly reduced. 
The impact doxorubicin followed by betulonic acid and its β-alanine amide caused similar morphofunctional 
damages of myocardium, but changes in heart mass, total cardiomyocyte number and mononuclear cell share were 
differed. Under combination both triterpenoids with doxorubicin the total cardiomyocyte number reduced less than 
after cytostatic agent along. The possibility revealed restoring cardiomyocyte number in heart after infl uence of 
cardiotoxic drugs so as variations in proportions of mono- and binucleated cells may promote the development of 
new technologies for stimulation of cardiomyocyte regeneration in cardiac pathology.
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Кардиотоксические эффекты веществ с 
противоопухолевой активностью, в первую 
очередь, антрациклиновых антибиотиков, 
связаны с развитием необратимой кардио-
миопатии и сердечной недостаточности в 
течение длительных сроков после оконча-
ния лечения [4, 9]. В последнее время ве-
дутся поиск и разработка протективных и 
регенераторных технологий, снижающих 
кардиотоксическое действие и повышающих 
переносимость традиционной химиотера-
пии [3, 6, 10]. Одним из таких путей является 
поиск новых биологически активных аген-
тов растительного происхождения, которые 
обычно обладают комплексной активностью 
(органопротекторной, антиоксидантной, 

противовоспалительной и иммуномодули-
рующей) и лучше переносятся организмом. 
К таким соединениям относятся тритерпе-
ноиды лупанового ряда, в частности бетуло-
новая кислотя и ряд ее производных, обла-
дающих широким спектром биологической 
активности, что позволяет использовать их в 
клинической практике [6].

Для оценки кардиотоксических и ци-
топротекторных эффектов цитостатиков и 
возможных корректоров/модификаторов 
биологических реакций большое значение 
имеет выяснение характера и выраженно-
сти повреждений тканей и клеток, форм их 
регенерации на основе комплексного мор-
фологического анализа.
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Цель исследования – сравнительное 

изучение характера структурной реорга-
низации миокарда экспериментальных 
животных при действии доксорубицина и 
три терпеноидов (бетулоновой кислоты и 
ее аланиламида) с оценкой общей числен-
ности кардиомиоцитов в сердце как инте-
грального показателя выраженности реге-
нераторных реакций.

Материал и методы исследования
Исследования проведены на 60 крысах-самцах 

Вистар, содержавшихся в стандартных условиях ви-
вария. Все эксперименты проведены в соответствии с 
«Правилами проведения работ с использованием экс-
периментальных животных» (Приложение к приказу 
Министерства здравоохранения СССР от 12.08.1977 г. 
№ 755) и «Европейской конвенцией о защите позво-
ночных животных, используемых для экспериментов 
или в иных научных целях» от 18 марта 1986 г.

Комплексный морфологический анализ миокарда 
крыс Вистар выполнен при моделировании доксору-
бициновых повреждений и при использовании про-
изводных бетулина – бетулоновой кислоты (3-оксо-
20(29)-лупен-28-овая кислота) и ее β-аланиламида 
([3-оксо-20(29)-лупен28-оил]-3-аминопропионовая 
кислота), синтезированных в лаборатории медицин-
ской химии Новосибирского института органической 
химии им. Н.Н. Ворожцова СО РАН [6].

Животные были разделены на 6 эксперимен-
тальных групп. Животным 1-й группы (n = 10) вво-
дили однократно внутрибрюшинно доксорубицин 
(ДОК) («ЛЭНС-Фарм», Москва) в дозе 7 мг/кг. Жи-
вотным 2-й группы (n = 12) через 1 сут после одно-
кратного внутрибрюшинного введения ДОК еже-
дневно внутрижелудочно вводили водно-твиновый 
раствор бетулоновой кислоты (БК) в дозе 50 мг/кг. 
Крысам 3-й группы (n = 12) через 1 сут после одно-
кратного внутрибрюшинного введения ДОК еже-
дневно вводили водно-твиновый раствор амида БК в 
дозе 50 мг/кг. Животным 4-й группы (n = 10) вводи-
ли ежедневно водно-твиновый раствор БК в той же 
дозе, а животным 5-й группы (n = 10) – ежедневно 
раствор амида БК. Контрольной (6-й) группе живот-
ных (n = 6) внутрибрюшинно однократно вводили 
физиологический раствор в соответствующем их 
массе тела объеме, а затем ежедневно внутрижелу-
дочно вводили воду. Половину животных всех групп 
декапитировали с использованием эфирного наркоза 
через 3 сут, другую половину – через 14 сут после 
введения препаратов.

После вскрытия грудной клетки сердце быстро от-
деляли от окружающих тканей и взвешивали, для по-
лучения парафиновых срезов образцы фиксировали в 
10 %-м растворе нейтрального формалина и для полу-
чения полутонких срезов – в 4 %-м растворе парафор-
мальдегида. Парафиновые срезы окрашивали гематок-
силином и эозином с постановкой реакции Перлса и 
по ван Гизону. Полутонкие срезы окрашивали 1 %-м 
раствором азура II. Исследование и морфометриче-
ский анализ (измерение диаметра КМЦ) проводили в 
универсальном микроскопе «Leica DM 4000B» с ис-
пользованием цифровой фотокамеры «Leica DFC 320» 
и компьютерной программы «Leica QWin».

Для количественной оценки общей популяции 
КМЦ в сердце применяли метод щелочной диссоци-
ации фиксированных тканей [1]. Кроме общей чис-
ленности КМЦ в сердце определяли количественное 

соотношение одно-, дву- и многоядерных (3 и более 
ядер) КМЦ. Статистическую обработку результатов 
проводили с использованием t-критерия Стьюдента.

Результаты исследования 
и их обсуждение

Морфологические изменения миокарда 
через 3 сут после однократного введения 
ДОК (1-я группа) проявлялись в выражен-
ных нарушениях кровообращения и зна-
чительных литических изменениях одних 
КМЦ и контрактурных повреждениях дру-
гих. Морфологическими эквивалентами 
литических повреждений КМЦ на свето-
оптическом уровне являются нарушение 
компактной упаковки и разрежение миофи-
брилл, выраженное просветление цитоплаз-
мы, образование очагов «опустошения», 
преимущественно вблизи ядер. Наблюдался 
некроз и некробиоз отдельных КМЦ со ско-
плениями в данных участках мононукле-
аров. Нарушения кровообращения в виде 
значительного венозного полнокровия и 
развития выраженного межволоконного и 
интерстициального отека способствовали 
разволокнению миокарда. 

Анализ абсолютного числа КМЦ в серд-
це выявил снижение этого параметра (на 
13 %, р < 0,05), что сопровождалось изме-
нением соотношения одно- и двуядерных 
КМЦ, а именно уменьшением доли одно-
ядерных клеток (на 4,1 %) и соответствую-
щим увеличением доли двуядерных клеток 
(таблица). Снижение абсолютной численно-
сти КМЦ обусловлено кардиотоксическим 
эффектом этого препарата и гибелью кле-
ток преимущественно путем апоптоза [4]. 
По нашим данным и результатам других ис-
следователей [3, 7], одноядерные КМЦ со-
храняют способность вступать в клеточный 
цикл, завершающийся кариокинезом, что 
приводит к снижению их количества и соот-
ветственно, к увеличению пула двуядерных 
КМЦ. Снижение доли одноядерных КМЦ 
может свидетельствовать об истощении 
регенераторных резервов миокарда. Важно 
отметить, что снижение общей численно-
сти КМЦ и уменьшение их размеров (сни-
жение диаметра КМЦ на 11 %) вызывало 
снижение массы сердца (на 6 %) без изме-
нений массы тела.

Через 14 сут после воздействия ДОК ли-
тические повреждения КМЦ и интерстици-
альный отек сохранялись, у некоторых жи-
вотных – усиливались. В результате гибели 
КМЦ формировались мелкие очаги кардио-
склероза. Происходило дальнейшее сниже-
ние общей численности КМЦ и доли одно-
ядерных клеток (соответственно на 40 %, 
р < 0,05, и 4,8 %, р < 0,01); диаметр КМЦ 
снижался на 25 %. Эти изменения вызыва-
ли существенное уменьшение массы серд-
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ца (на 24 %, р < 0,05) и свидетельствовали 
о выраженном кардиотоксическом эффекте 

данного антрациклинового антибиотика 
даже через 2 недели после его введения.

Морфометрический анализ и количественная оценка популяции кардиомиоцитов в сердце 
крыс Вистар после воздействия доксорубицина и производных бетулина (M ± m)

Показатель Контроль
Экспериментальные группы

ДОК ДОК+БК ДОК+АБК БК АБК
3 сут

Масса тела, г 222,7 ± 6,4 217,0 ± 22,4 189,2 ± 13,6 244,0 ± 1,9 233,1 ± 7,7 210,8 ± 5,2
Масса сердца, г 0,89 ± 0,03 0,84 ± 0,07 0,75 ± 0,04* 0,92 ± 0,02 0,84 ± 0,05 0,86 ± 0,07
Диаметр кардиомиоци-
тов, мкм 14,99 ± 0,20 13,32 ± 0,17 12,24 ± 0,70* 13,98 ± 0,24 15,26 ± 0,42 15,36 ± 0,26

Концентрация кардио-
миоцитов, 103/мг ткани 14,654 ± 0,487 15,340 ± 1,120 15,115 ± 0,869 14,790 ± 0,555 16,741 ± 1,549 17,672 ± 1,629

Абсолютная числен-
ность кардиомиоцитов 
в сердце, х106

11,086 ± 0,453 9,610 ± 0,200* 10,684 ± 0,787 11,416 ± 1,095 11,868 ± 0,812 11,947 ± 1,186

Количество клеток,  %:
одноядерных 19,7 ± 0,5 15,6 ± 2,1 15,3 ± 2,4 12,7 ± 1,0* 24,0 ± 5,4 30,4 ± 6,9
двуядерных 79,2 ± 0,5 83,1 ± 1,8 84,1 ± 2,3 87,0 ± 0,9* 75,1 ± 5,2 68,8 ± 6,9
многоядерных (3 и 
более ядер) 1,1 ± 0,2 1,3 ± 0,5 0,6 ± 0,1 0,3 ± 0,1 0,8 ± 0,4 0,8 ± 0,6

14 сут
Масса тела, г 319,0 ± 3,8 209,4 ± 17,0* 253,6 ± 29,1 279,6 ± 9,9* 246,2 ± 19,0* 258,2 ± 26,5
Масса сердца, г 1,03 ± 0,03 0,78 ± 0,08* 0,88 ± 0,06 0,96 ± 0,04 0,93 ± 0,06 0,96 ± 0,06
Диаметр кардиомиоци-
тов, мкм 14,75 ± 0,38 11,03 ± 0,36* 13,19 ± 0,78 15,16 ± 0,29 15,00 ± 0,08 14,59 ± 0,24

Концентрация кардио-
миоцитов, 103/мг ткани 14,811 ± 0,500 15,656 ± 0,664 14,124 ± 1,269 16,522 ± 0,967 15,217 ± 0,959 15,289 ± 1,443

Абсолютная числен-
ность кардиомиоцитов 
в сердце, х106

13,807 ± 1,029 8,429 ± 1,055* 10,116 ± 0,622* 12,961 ± 0,241 12,284 ± 1,094 13,414 ± 0,958

Количество клеток,  %:
одноядерных 14,3 ± 0,7 9,5 ± 0,4** 13,2 ± 1,8 9,8 ± 1,1* 13,9 ± 1,4 16,1 ± 1,6
двуядерных 85,5 ± 0,8 90,3 ± 0,4 85,9 ± 2,3 89,7 ± 1,1* 85,4 ± 1,7 83,2 ± 1,6
многоядерных (3 
и более ядер) 0,2 ± 0,1 0,2 ± 0,1 0,9 ± 0,5 0,4 ± 0,05 0,7 ± 0,2 0,7 ± 0,2

П р и м е ч а н и е .  ДОК – доксорубицин, БК – бетулоновая кислота, АБК – амид бету-
лоновой кислоты. * – p < 0,05, ** – p < 0,01 при сравнении с контролем.

Уменьшение диаметра КМЦ (атрофи-
ческие изменения) связано с нарушением 
воспроизводства внутриклеточных струк-
тур, т.е. пластическим обеспечением функ-
ций мышечных клеток сердца в результате 
снижения или подавления синтеза белков 
под действием ДОК. Сердечную недоста-
точность, которая развивается в подобных 
случаях, мы расцениваем как регенератор-
но-пластическую недостаточность [4]. К 
основным типам повреждения КМЦ при 
регенераторно-пластической недостаточ-
ности относятся литические изменения с 
редукцией миофибриллярных пучков, ос-
новным видом клеточной гибели является 
апоптоз. Повреждения и гибель КМЦ носят 
диффузный характер и при хроническом те-
чении сопровождаются развитием диффуз-
ного или мелкоочагового кардиосклероза. 
Ремоделирование сердца при хронической 
регенераторно-пластической недостаточ-
ности проходит, как правило, по дилатаци-

онному варианту, что является причиной 
развития застойной сердечной недостаточ-
ности в отдаленные сроки после противо-
опухолевого лечения [2].

После введения ДОК и последующе-
го применения БК (2-я группа) в миокарде 
крыс Вистар через 3 сут присутствовали 
КМЦ как с литическими, так и контрак-
турными повреждениями миофибрилл, при 
этом многие КМЦ сохраняли свои тинкто-
риальные свойства. В некоторых зонах мио-
карда наблюдался некробиоз КМЦ и разви-
тие заместительного кардиосклероза. Как и 
в 1-й группе, регистрировались нарушения 
гемодинамики в виде полнокровия сосудов, 
интерстициального отека, значительного в 
некоторых зонах миокарда. Общая числен-
ность КМЦ в сердце у крыс этой группы 
была снижена в меньшей степени, чем в 
1-й группе (на 4 %), но доля одноядерных 
клеток была уменьшена в той же степени 
(на 4,4 %). В большей степени уменьшались 
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размеры КМЦ, о чем свидетельствовало за-
метное уменьшение их диаметра (на 18 %, 
р < 0,05) (см. таблицу). Именно это обсто-
ятельство обусловило наиболее значитель-
ное снижение массы сердца в этот срок 
эксперимента (на 16 %, р < 0,05) среди всех 
исследованных групп.

Через 14 сут у крыс этой группы мор-
фологические изменения литические и 
контрактурные повреждения КМЦ сохра-
нялись, но становились менее выражен-
ными. В некоторых участках в результате 
гибели КМЦ формировались мелкие очаги 
кардиосклероза. Здесь же наиболее выра-
женными были явления интерстициаль-
ного отека. Одновременно в разных зонах 
миокарда регистрировались кластеры «ма-
лых» одноядерных или двуядерных КМЦ с 
близко расположенными ядрами, которые 
мы относим к новообразованным клеткам. 
Общее количество КМЦ в сердце резко 
снижалось (на 27 %), но доля одноядерных 
КМЦ восстанавливалась почти до уровня 
контроля. Следовательно, можно говорить 
о восстановлении пула этих клеток, то есть 
о восстановлении репликативного резер-
ва миокарда. В то же время размеры КМЦ 
оставались уменьшенными (диаметр был 
снижен на 11 %), что обусловливало сохра-
нение уменьшенной массы сердца (на 14 %, 
р < 0,05) в этот период эксперимента.

После введения ДОК и последующе-
го применения амида БК (3-я группа) через 
3 сут эксперимента в миокарде также реги-
стрировались КМЦ с литическими и кон-
трактурными повреждениями, отмечалось 
полнокровие сосудов, в некоторых участках – 
выраженный интерстициальный отек, при-
водящий к разволокнению ткани. В целом 
морфологические изменения миокарда были 
сходными с таковыми у животных 2-й груп-
пы. В миокарде также появлялись «малые» 
кардиомиоциты с митотически делящи-
мися ядрами. Общая численность КМЦ в 
этой группе не изменялась по сравнению с 
контролем, однако доля одноядерных КМЦ 
снижалась (на 5 %, р < 0,05). Размеры КМЦ 
в этой группе снижались в меньшей степени 
(на 7 %), чем в других группах с введением 
ДОК. Масса сердца соответственно сохрани-
лась на уровне контроля, а масса тела увели-
чилась (на 10 %, р < 0,05).

Через 14 сут у крыс 3-й группы выра-
женное полнокровие сосудов и интерсти-
циальный отек сохранялись в основном во 
внутреннем слое миокарда стенки левого 
желудочка. Тамже регистрировались наи-
более распространенные литические и 
контрактурные повреждения КМЦ. Так же 
встречались кластеры «малых» КМЦ, что 
свидетельствовало о сохранении клеточ-
ной формы регенерации. Общая числен-

ность КМЦ и доля одноядерных КМЦ были 
уменьшены незначительно (соответственно 
на 6 и 4,5 %, р < 0,05). Диаметр КМЦ вос-
станавливался до контрольного уровня, что 
способствовало сохранению массы сердца. 

При введении только БК (4-я группа) 
и только АБК (5-я группа) через 3 сут от-
мечались сходные изменения миокарда: 
большинство клеток сохраняло нормальные 
морфологические и тинкториальные свой-
ства, но регистрировались КМЦ с контрак-
турными и литическими изменениями. На-
рушения гемодинамики проявлялись в виде 
полнокровия сосудов, сладжа эритроцитов, 
наблюдались очаги гемо- и плазморрагий, 
интерстициальный отек был умеренным. В 
миокарде регистрировались «малые» КМЦ 
с близко расположенными ядрами, что мож-
но считать морфологическим эквивалентом 
прошедшего кариокинеза. При этом общая 
численность КМЦ в сердце несколько уве-
личивалась (соответственно на 2 и 8 %), а 
доля одноядерных КМЦ снижалась (на 4,5 
и 5,4 %, р < 0,05), что могло отражать уси-
ление кариокинеза. Диаметр КМЦ суще-
ственно не изменялся (см. таблицу). Все это 
в целом способствовало сохранению массы 
сердца на уровне контрольных значений.

Через 14 сут после применения тритер-
пеноидов в миокарде возрастало количество 
некробиотически измененных КМЦ, ядра 
таких клеток часто смещались в подсарко-
леммальную зону. Следует отметить воз-
растание количества как атрофированных, 
так и гипертрофированных КМЦ. Гемоди-
намические нарушения (преимущественно 
полнокровие) сопровождались умеренной 
диффузной инфильтрацией стромы миокар-
да мононуклеарами; у некоторых животных 
развивался диффузный и мелкоочаговый 
кардиосклероз. Общая численность КМЦ в 
сердце у крыс 4-й группы в этот срок была 
несколько снижена (на 10 %), но доля одноя-
дерных клеток восстанавливалась до уровня 
контроля. У крыс 5-й группы общая числен-
ность КМЦ соответствовала контрольным 
значениям, а доля одноядерных КМЦ даже 
возрастала (на 2 %). Эти данные свидетель-
ствуют о восстановлении репликативного 
пула и активации регенераторных процес-
сов. Диаметр КМЦ в обеих группах не от-
личался от контрольных значений.

Возможность регулярного обновления 
пула КМЦ на протяжении всей жизни и по-
сле воздействия цитотоксическими агентами 
продемонстрирована в ряде исследований, 
в которых представлены морфологические 
эквиваленты пролиферативной активности 
КМЦ и разработаны подходы к количествен-
ной оценке репликативного резерва мио-
карда [1, 3, 5, 7, 8]. В наших исследованиях 
показано, что после повреждающего цикло-
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фосфанового воздействия происходят не 
только гибель и элиминация КМЦ, но и ин-
дукция их пролиферации [1, 5]. В миокарде 
после однократного введения циклофосфана 
(в дозе 125 мг/кг) мы наблюдали митотиче-
ское деление ядер КМЦ и появление «ма-
лых» КМЦ (длиной около 40 мкм) с близко 
расположенными ядрами. Такая картина со-
ответствует завершению телофазы и не свой-
ственна зрелым КМЦ. 

Малые КМЦ, которые мы регистриро-
вали при циклофосфановых и доксоруби-
циновых повреждениях миокарда, а также 
при комбинированных воздействиях цито-
статиков и тритерпеноидов, располагались 
часто на концах мышечных волокон и фор-
мировали своеобразные точки роста. В ряде 
случаев происходил интермедиантный рост 
мышечных волокон – за счет деления кле-
ток, расположенных в середине волокон. 
Кроме митотического деления ядер КМЦ 
и телофаз, в миокарде встречались также 
картины формирования вставочных дисков 
между разделившимися малыми КМЦ с об-
разованием одноядерных клеток. Выявле-
ние фаз митоза ядер КМЦ и формирование 
вставочных дисков (цитокинеза) с очевид-
ностью свидетельствуют об их делении. 
Важной характеристикой индуцированного 
кардиомиогенеза является формирование 
кластеров новообразованных клеток.

Заключение. Результаты проведенного 
исследования свидетельствуют о том, что 
однократное введение ДОК вызывает зна-
чительные преимущественно литические 
повреждения КМЦ, сопровождающиеся их 
атрофией и апоптотической гибелью, что 
приводит к заметному уменьшению числен-
ности КМЦ в сердце и инволюции органа. 
Одновременно происходит значительное 
уменьшение репликативного пула миокар-
да – доли одноядерных КМЦ. При введении 
тритерпеноидов (бетулоновой кислоты и ее 
β–аланиламида) в схему химиотерапии отме-
чаются сходные морфофункциональные из-
менения миокарда, но степень выраженности 
изменений массы сердца, общей численно-
сти КМЦ и доли одноядерных клеток различ-
на. Введение ДОК с последующим приме-
нением БК вызывает наиболее значительное 
при сравнении с амидом БК снижение мас-
сы сердца и диаметра КМЦ через 3 сут экс-
перимента, через 14 сут – наиболее значи-
тельное уменьшение общей численности 
КМЦ. После введения ДОК с последующим 
применение амида БК масса сердца и общая 
численность КМЦ в сердце существенно не 
изменяются, но значительно снижается доля 
одноядерных клеток. При использовании 
обоих тритерпеноидов после однократного 
введения ДОК численность КМЦ в сердце 
снижалась в меньшей степени, чем только 
после введения одного цитостатика.

При изолированном введении интакт-
ным животным БК и ее β-аланиламид ока-
зывают одновременно умеренное цитоток-
сическое и стимулирующее действие на 
КМЦ. Кардиотоксические эффекты тритер-
пеноидов проявляются в мелкоочаговой ги-
бели КМЦ и развитии заместительного мел-
коочагового кардиосклероза. В то же время 
оба агента не влияют существенно на изме-
нения массы сердца и общей численности 
КМЦ при их применении в течение 13 сут, а 
в ранние сроки – стимулируют кариокинез 
в одноядерных КМЦ, что приводит к увели-
чению доли двуядерных клеток. 

Полученные данные позволяют пола-
гать, что БК и ее β–аланиламид могут быть 
использованы в комплексных схемах хими-
отерапии для стимуляции регенераторных 
реакций КМЦ и уменьшения осложнений 
противоопухолевой терапии.
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