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Ремоделирование неоинтимы при каротидном атеросклерозе: 
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и сосудистых гладкомышечных клеток различного фенотипа

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», 
650002, Кемерово, Россия, Сосновый бульвар, д� 6

Цель исследования – изучение распространенности и локализации сосудистых гладкомышечных клеток (СГМК) различного 
фенотипа в составе атеросклеротических бляшек сонной артерии, а также взаимосвязи различных клеточных популяций 
неоинтимы с экспрессией матриксных металлопротеиназ (ММП)-2 и ММП-9 в зависимости от степени стабильности бляшки� 
Методы. Проведено иммуногистохимическое исследование 16 атеросклеротических бляшек (8 клинически нестабильных 
и 8 стабильных), полученных при каротидной эндартерэктом в связи с гемодинамически значимым стенозом� Оценка сокра-
тительной способности СГМК проводилась при использовании метода иммуногистохимического типирования альфа-актина 
гладких мышц (α-SMA), синтетического, макрофагального и остеогенного фенотипов СГМК посредством типирования виме-
тина, СВ68 и RUNX2 соответственно� Активность ремоделирования определялась посредством выявления ММП-2 и ММП-9�
результаты. Показано, что около трети каротидных бляшек характеризовались высокой экспрессией MMП-9 CD68-
положительными клетками, что не коррелировало с их нестабильностью� Локализация, содержание и соотношение СГМК 
различного фенотипа и макрофагов значительно варьировали в зависимости от бляшки� Общей закономерностью было 
преимущественное послойное типирование на α-SMA в зоне интактных эластических волокон медии и, реже, в фиброз-
ной покрышке или прилегающих участках� CD68-положительные клетки визуализировались в толще неоинтимы; некото-
рая их доля была колокализована с α-SMA, отражая СГМК макрофагального фенотипа� Положительное реакция на вимен-
тин наблюдалась на границе с эластическими волокнами медии, либо с основной клеточной массой неоинтимы и харак-
теризовалась прилегающим бесклеточным экстрацеллюлярным матриксом, что свидетельствовало об активном синтезе 
его соответствующими клетками� Также в неоинтиме обнаруживались клетки положительные как на RUNX2 и α-SMA, так и 
исключительно RUNX2-положительные клетки� 
заключение. Каротидные атеросклеротические бляшки характеризуются различной локализацией, содержанием и соотно-
шением СГМК сократительного, синтетического, макрофагального и остеогенного фенотипов, при этом экспрессия ММП-2 
и ММП-9 была ограничена CD68-положительными макрофагами и СГМК макрофагального фенотипа�
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neointimal remodeling in carotid atherosclerosis: roles of matrix metalloproteinases-2 and -9 and 
different phenotypes of vascular smooth muscle cells 

Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, 
Sosnovy Blvd� 6, Kemerovo 650002

aim.To study prevalence and localization of different phenotypes of vascular smooth muscle cells (VSMCs) in carotid atheroscle-
rotic plaques and to examine expression of matrix metalloproteinase (MMP)-2 and MMP-9 in relation to different cell populations 
within the neointima� 
Methods. The immunohistochemical examination was performed on 16 atherosclerotic plaques (8 unstable and 8 stable) excised 
during carotid endarterectomy for critical stenosis� VSMCs of contractile, synthetic, macrophagic, and osteogenic phenotypes were 
identified by staining for α-smooth muscle actin (α-SMA), vimentin, CD68, and RUNX2, respectively� Activity of neointimal remod-
eling was assessed by staining for MMP-2 and MMP-9� 
results. Approximately one-third of atherosclerotic plaques was positively stained for MMP-9 exclusively expressed in CD68-pos-
itive cells, which however, did not correlate with plaque ruptures� Localization, content, and ratio of different VSCM phenotypes 
significantly varied in different plaques� Positive α-SMA staining was found mainly in the intact media and fibrous cap� In contrast, 
both CD68-positive and CD68/α-SMA double-positive cells were detected within the neointima but not in the media� Vimentin 
was expressed in the neointima between the medial layers and fibrous cap near the acellular extracellular matrix suggesting its 
active production by mesenchymal cells� Both RUNX2- and RUNX2 α-SMA double-positive cells indicative of VSMC osteogenic dif-
ferentiation were also observed in the neointima� conclusion. Carotid atherosclerotic plaques contained VSMCs of all phenotypes, 
which were differentially localized within the neointima; however, the MMP-2 and MMP-9 expression was restricted to CD68-pos-
itive macrophages and CD68/α-SMA-positive VSMCs of the macrophagal phenotype�
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Введение 

Ремоделирование экстрацеллюлярного матрикса 
(ЭЦМ) представляет собой универсальный физиоло-
гический процесс, в норме поддерживающий гомео-
стаз в различных органах и тканях посредством адап-
тации внеклеточного микроокружения к механиче-
ским и биологическим воздействиям [1]. Динамически 

изменяющийся ЭЦМ, в свою очередь, аналогичным 
образом воздействует на клетки, регулируя как меха-
нически опосредованную передачу сигнала (механо-
трансдукцию), так и запуская или ингибируя различ-
ные внутриклеточные сигнальные пути при помощи 
специфических лигандов [2, 3].
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Динамика и структура ремоделирования ЭЦМ 
определяются соотношением активности и варианта-
ми течения двух противоположных процессов – депо-
нирования и деградации ЭЦМ [4]. Депонирование 
ЭЦМ происходит в результате синтеза его компонен-
тов (коллагенов, гликопротеинов, протеогликанов, ре-
гуляторов, секретируемых факторов и непосредствен-
но связанных с ЭЦМ молекул) синтетически активны-
ми клетками, в то время как деградация ЭЦМ 
осуществляется в основном за счет протеолиза вслед-
ствие действия матриксных металлопротеиназ (ММП), 
дезинтегринов-металлопротеаз (ADAMs и ADAMTS), 
катепсинов, гепараназы и других [4]. Из представлен-
ных типов регуляторов ЭЦМ наиболее обильно и уни-
версально секретируемыми различными типами кле-
ток являются матриксные металлопротеиназы (ММП) 
[5-9]. В норме регулируя физиологические изменения 
ЭЦМ, ММП в незначительном количестве присутству-
ют и в здоровых тканях [7, 9], однако при развитии ря-
да связанных с воспалением патологических процес-
сов секреция ММП клетками мезенхимального ряда и 
иммунокомпетентными клетками значительно повы-
шается, что вызывает соответствующее ремоделирова-
ние ЭЦМ [4, 5-8]. 

Из всех ММП в изучении атеросклероза наиболь-
ший интерес представляют ММП-2 и ММП-9 (жела-
тиназы A и B), поскольку они секретируются гладки-
ми миоцитами медии сосудов или сосудистыми глад-
комышечными клетками (СГМК) и макрофагами, а их 
специфичными субстратами являются компоненты ба-
зальной мембраны сосудов (коллаген IV типа и лами-
нин) и основной белок эластических волокон средней 
оболочки сосудов (медии) эластин [5, 9]. 

Принято считать, что ММП-2 и ММП-9 секрети-
руется в большом количестве как макрофагами, так и 
сосудистые гладкомышечные клетки (СГМК) [6, 10-
12], однако распространенная в атеросклеротических 
бляшках трансдифференцировка СГМК с приобрете-
нием ими синтетического, макрофагального и остео-
генного фенотипа [10–12] существенно затрудняет точ-
ную идентификацию ответственных за синтез ММП-
2 и ММП-9 клеточных популяций. В то же время 
можно предположить, что локализация и роль различ-
ных популяций неоинтимальных СГМК в ремодели-
ровании ЭЦМ будет значительно различаться.

Целью данной работы является исследование 
распространенности и локализации различных фе-
нотипов СГМК в составе атеросклеротических бля-
шек из сонной артерии, а также связь различных кле-
точных популяций неоинтимы с секрецией ММП-2 
и ММП-9 в клинически нестабильных вызвавших 

острое нарушение мозгового кровообращения и ста-
бильных бляшках. 

Методика 

В качестве объектов исследования были выбраны 
16 атеросклеротических бляшек, удаленных во время 
каротидной эндартерэктомии по причине гемодина-
мически значимого стеноза сонной артерии, который 
в половине случаев (8 бляшек) приводил к  острому на-
рушению мозгового кровообращения (ОНМК). Таким 
образом, атеросклеротические бляшки были клиниче-
ски разделены на нестабильные (вызвавшие ОНМК 
вследствие своего разрыва) и стабильные (обусловли-
вающие хроническую ишемию головного мозга, но не 
ставшие причиной ОНМК. Протокол исследования 
был одобрен локальным этическим комитетом НИИ 
КПССЗ. До включения в исследование от всех паци-
ентов было получено письменное информированное 
согласие.

После выполнения оперативного вмешательства 
бляшки, помещенные в пластмассовый контейнер 
с 0,9% раствором хлорида натрия, на льду доставляли 
в лабораторию и моментально замораживали в метал-
лической цилиндрической форме в криосреде Tissue-
Tek (каталожный номер 4583, Sakura) при помощи по-
гружения металлической формы в сосуд Дьюара с жид-
ким азотом. Такая методика позволяла обеспечить луч-
шую сохранность ткани, препятствуя кристаллизации 
при ее заморозке. Замороженные атеросклеротические 
бляшки хранили в морозильной камере при темпера-
туре -140 ºC. Производили серийную резку образцов 
на криотоме (Microm HM 525, Thermo Scientific), по-
мещая на стекло 8 срезов толщиной 5 мкм, толщина 
отсекаемого материала между серийными срезами со-
ставляла 400 мкм. 

На первом этапе для оценки общей микрострукту-
ры атеросклеротической бляшки производили окраши-
вание гематоксилин-эозином, для этого использовали 
гематоксилин Джилла (БиоВитрум, Россия) и водно-
спиртовой концентрированный эозин, разбавленный в 
25% этиловом спирте (БиоВитрум, Россия).

Фиксацию криозамороженных образцов после их 
резки для иммунотипирования проводили в течение 
10 мин  4% параформальдегидом при использовании 
внутриклеточных маркеров, и ацетоном для поверх-
ностных маркеров, с последующей трехкратной отмыв-
кой (5 мин) в фосфатно-солевом буфере (pH 7,4) на 
шейкере (Polymax 1040, Heidolph, 25 об/мин) при ком-
натной температуре. 

Иммуногистохимическую реакцию выполняли с 
использованием набора Novolink Polymer Detection 
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Systems Novocastra (RE7150-CE, Leica Biosystems) со-
гласно модифицированному протоколу производите-
ля. После блокировки эндогенной пероксидазы 
4% раствором пероксида водорода (Peroxidase Block) 
срезы дважды отмывали в фосфатно-солевом буфере, 
производили блокировку неспецифического связыва-
ния антител 0,4% солевым раствором казеина со вспо-
могательными реагентами (Protein Block) в течение 1 ч. 
Отмывки после этой стадии перед обработкой срезов 
первичными антителами не выполняли. В качестве 
первичных антител использовали антитела Abcam к 
маркерам: эндопептидаз ЭЦМ ММП-2 (ab92536, 
1:1000) и ММП-9 (ab38898, 1:1000); фенотипа остео-
генной дифференцировки –  RUNX2 (ab76956, 1:500); 
клеток мезенхимального ряда и синтетического фено-
типа СГМК – виментин (ab16700, 1:1000); макрофагов 
CD68 (ab955 мышиное и ab125212 кроличье). Антите-
ла разводили согласно протоколу производителя в 
1% солевом растворе бычьего сывороточного альбуми-
на. Инкубация с первичными антителами производи-
лась в течение ночи в накрытом влажном коробе при 
температуре +4 ºC. На следующий день срезы трижды 
отмывали в фосфатно-солевом буфере и инкубирова-
ли с вторичными антителами против кролика (Novo-
link Polymer) в течение 30 мин. В случае с первичным 
антителом мыши (ab955) перед добавлением антител 
против кролика добавляли вторичное антитело кроли-
ка против мыши (Post Primary) и также инкубировали 
в течение 30 мин  с последующей трехкратной отмыв-
кой в фосфатно-солевом буфере. На каждом стекле вы-
деляли по одному срезу с отрицательным контролем 
первичного и вторичного антител.

После трехкратной отмывки фосфатно-солевым 
буфером срезы обрабатывали 0,087% раствором диа-
минобензидина (после разведения 1,74% диаминобен-
зидина в его растворителе из набора) в течение 2 мин. 
Затем срезы отмывали бидистиллированной водой и 
помещали в гематоксилин Джилла (БиоВитрум) на 
10 мин. После подсинения срезов в проточной воде их 
обезвоживали в трех сменах 95% этанола (5 мин каж-
дая), просветляли в 3 сменах ксилола (5 мин каждая), 
и заключали под покровное стекло (Витрогель, Био-
Витрум). Готовые микропрепараты анализировали при 
помощи светового микроскопа (Axio Imager.A1, Carl 
Zeiss) и объектива EC Plan-Neofluar 20x/0.50 M27 (Carl 
Zeiss) на увеличении x200. 

Для иммунофлюоресцентной реакции вышеуказан-
ных 5 бляшек применяли следующие первичные кро-
личьи и мышиные антитела компании Abcam, разве-
денные в 1% солевом растворе бычьего сывороточного 
альбумина: α-SMA (ab5694, 1:100) в сочетании с CD68 

(ab955, 1:100), RUNX2 (ab76956, 1:100) или липофиль-
ным красителем Нильским красным (Nile Red, 1 мкг/
мл), α-SMA (ab7817, 1:200) в сочетании с виментином 
(ab16700, 1:1000), а также CD68 (ab955, 1:100) в сочета-
нии с липофильным красителем Нильским красным 
(Nile Red, 1 мкг/мл). Типирование первичными анти-
телами проводилось после фиксации тканей в ацетоне 
(10 мин), трехкратной отмывки в фосфатно-солевом бу-
фере и блокирования неспецифического связывания 
1% солевым раствором бычьего сывороточного альбу-
мина (1 ч), продолжительность инкубации составляла 
16 ч. Все указанные клеточные антигены после трех-
кратной отмывки в фосфатно-солевом буфере визуали-
зировались при помощи меченных флюорофорами Al-
exa Fluor (488 и 555) вторичных антител козла против 
кролика (ab150077 или ab150078) и мыши (ab150113 или 
ab150114), разведенных в 1% солевом растворе бычьего 
сывороточного альбумина в соотношении 1:500 (инку-
бация в течение 1 ч при комнатной температуре). Для 
заключения использовалась среда ProLong Gold Anti-
fade (Invitrogen). Готовые микропрепараты анализиро-
вали при помощи конфокального микроскопа 
(LSM 700, Carl Zeiss), ув. 200. 

Подсчет доли положительных клеток на снимках 
проводился в программе ImageJ (National Institutes of 
Health) по следующему алгоритму: 1) разбиение изо-
бражения по каналам (Image -> Color -> Split Chan-
nels); 2) бинаризация изображения по каналу интере-
са (Image – Adjust – Threshold); 3) подсчет общего ко-
личества клеток по числу ядер на синем канале (Analyze 
-> Analyze Particles (size from 50 to infinity); 4) подсчет 
соотношения положительно окрашенных клеток (по 
ко-локализации ядер клеток на синем канале с окра-
шиванием на красном или зеленом канале в зависи-
мости от антитела) к общему количеству клеток (ядра, 
синий канал). 

результаты и обсуждение 

Иммуногистохимическое типирование   показало 
наличие различных клеточных популяций, гетероген-
но локализованных в составе атеросклеротической 
бляшки (рис. 1, а). В бляшках присутствовали как бо-
гатые клетками участки, так и обширные зоны, запол-
ненные лишенным клеток массивом ЭЦМ (рис. 1, б). 
Наибольшую концентрацию клеток наблюдали в зо-
не, прилегающей к фиброзной покрышке (рис. 1, б). 
В некоторых бляшках визуализировались пустоты не-
правильной формы, образовавшиеся в результате вы-
падения кальция при ИГХ реакции (рис. 1, в). Вокруг 
этих полостей располагался как бесклеточный ЭЦМ, 
так и скопления клеток (рис. 1, б). 
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На первоначальном этапе развития атеросклеро-
за после его запуска при нарушении целостности эн-
дотелия и/или воспаления в адвентиции основной 
клеточной популяцией, вносящей вклад в формиро-
вание неоинтимы, являются α-SMA-положительные 
СГМК [10-12]. Положительно окрашенные на α-SMA 
клетки были визуализированы во всех атеросклеро-

тических бляшках, они располагались послойно меж-
ду эластическими волокнами интактной, экспланти-
рованной при эндартерэктомии вместе с неоинтимой 
медии (рис. 2, а), либо обнаруживались в виде ско-
плений в фиброзной покрышке  или вблизи нее 
(рис. 2, б). Визуализация α-SMA было ассоциирова-
но с клетками и располагалось вокруг ядер либо диф-

рис. 1. Атеросклеротическая бляшка из сонной артерии� Иммуногистохимическое типирование клеточных популяций с окрашиванием ядер 
гематоксилином Джилла� Ув� 200� 

а – различные клеточные популяции (α-SMA-положительные клетки с сократительным фенотипом, CD68-положительные клетки с макрофа-
гальным фенотипом, виментин-положительные клетки с синтетическим фенотипом, RUNX2-положительные клетки с остеогенным фенотипом) 
в составе атеросклеротической бляшки; б – участки богатые клеточными популяциями и полностью лишенные их; в – пустоты, образовавшие-
ся вследствие выпадения кальция при резке тканей и типировании� 

рис. 2. Атеросклеротическая бляшка из сонной артерии� Иммуногистохимическое типирование антителами к маркеру сократительного фено-
типа α-SMA, с контрастированием ядер гематоксилином Джилла� Ув� 200� 

а – α-SMA-положительные клетки в составе интактных эластических волокон медии; б – α-SMA-положительные клетки в составе фиброзной по-
крышки� 

a

a б

б в
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фузно по всей клетке, что отражало его специфич-
ность (рис. 2, а, б). 

В составе атеросклеротической бляшки СГМК по-
степенно меняют свой фенотип с сократительного на 
синтетический, что способствует синтезу ими образу-
ющих неоинтиму компонентов ЭЦМ и сопровождает-
ся постепенной утратой секреции α-SMA [10-12]. Кро-
ме того, этот же процесс способствует и формированию 
фиброзной покрышки, которая сдерживает ядро   из со-
держащих липиды пенистых клеток, внеклеточных ли-
пидов и образовавшегося вследствие массивной гибе-
ли клеток детрита [10-12]. Классическими маркерами 
синтетического фенотипа in vitro являются коллаген 
I типа, ММП-2 и ММП-9 [10–12], однако эти белки 
входят в состав ЭЦМ и при иммуногистохимическом 
типировании не ассоциированы с клетками напрямую; 
кроме того, ММП также секретируются и другими кле-
точными популяциями, в особенности макрофагами 
[6]. Поэтому в качестве маркера синтетического фено-
типа СГМК был выбран виментин, секреция которого 
в целом характерна для всех клеток мезенхимального 
ряда, но усиливается в СГМК при смене их фенотипа 
на синтетический [13, 14]. Секреция виментина наблю-
далась в клетках, локализованных на границе с эласти-
ческими волокнами медии (рис. 3, а), либо, напротив, 
ближе к основной клеточной массе в неоинтиме (рис. 
3, б), что сочеталось с располагавшейся вблизи бескле-
точной массой ЭЦМ и может отражать активный син-
тез ЭЦМ на различных стадиях развития атеросклеро-
за мигрировавшими из медии СГМК. 

Работы последних лет показывают, что в зависи-
мости от преобладания того или иного стимула диф-
ференцировки СГМК способны приобретать не толь-
ко синтетический, но также и макрофагальный, остео/
хондрогенный и адипоцитарный фенотипы [10–12, 15]. 
С целью оценки данного феномена было выполнено 
иммуногистохимическое типирование  маркера макро-
фагов скавенджер-рецептор CD68 и транскрипцион-
ный фактор остеогенной дифференцировки RUNX2. 

На начальной стадии развития атеросклероза 
вследствие развития дисфункции и повреждения эн-
дотелия моноциты мигрируют в неоинтиму, диффе-
ренцируются в макрофаги и поглощают задерживае-
мые вследствие связи с отрицательно заряженными 
протеогликанами ЭЦМ положительно заряженные 
апоB-содержащие липопротеины [16, 17]. Мигрирую-
щие в неоинтиму СГМК медии также контактируют 
с данными липопротеинами, поглощают их и оказы-
ваются вовлеченными в развитие провоспалительно-
го микроокружения [18-20]. В то же время, в отличие 
от клеток миелоидного ряда, СГМК с прогрессирова-
нием атеросклеротического процесса теряют изначаль-
но более низкую способность к выбросу холестерола 
за счет снижения экспрессии мембранного транспор-
тера ABCA1 (ATP-binding cassette transporter A1), гипо-
секретируют маркер сократительного фенотипа α-SMA 
и начинают секретировать маркер макрофагов CD68 
[18–20]. Считается, что около 20–40% СГМК в соста-
ве неоинтимы характеризуются детектируемой экс-
прессией CD68 [18–20]. 

a б

рис. 3. Иммуногистохимическое типирование антителами к маркеру синтетического фенотипа виментину, с контрастированием ядер гематок-
силином Джилла� Ув� 200�

а – секреция виментина в клетках, локализованных на границе с эластическими волокнами медии; б – секреция виментина в неоинтиме вбли-
зи массивов бесклеточного экстрацеллюлярного матрикса� 
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CD68-положительные клетки наблюдали в толще 
атеросклеротической бляшки, в том числе вблизи фи-
брозной покрышки, но не между эластическими во-
локнами медии (рис. 4, а). Степень инфильтрации 
CD68-положительными клетками существенно варьи-
ровала между различными бляшками и относительно 
незначительно варьировала между различными среза-
ми одной и той же бляшки по толщине (рис. 4, б). Как 
и в случае с α-SMA, положительное типирование на 
CD68 наблюдалось исключительно возле ядер клеток 
и, как правило, отмечалось вокруг ядра либо было рас-
пределено по всей клетке, но не было локализовано 
изолированно внутри ядра, что подтверждает его спец-
ифичность (рис. 4, а, б). Однако, поскольку разные 
маркеры макрофагального фенотипа обладают различ-
ной чувствительностью и специфичностью, в особен-
ности на различных стадиях макрофагальной диффе-
ренцировки СГМК, более правильным представляет-
ся использование липофильного красителя Нильского 

красного (Nile Red), при помощи которого непосред-
ственно визуализируется поглощение липидов СГМК, 
что является  основой, а не отражением их макрофа-
гального фенотипа. При сочетанном типировании бля-
шек антителами к α-SMA либо CD68 и Нильским крас-
ным последний, как правило, локализуется в цитоплаз-
ме поглотивших липиды СГМК (рис. 4, в, г). При этом 
доля неоинтимальных клеток, секретирующих α-SMA 
или CD68 и содержащих в цитоплазме Нильский крас-
ный, составила 22% для α-SMA и 17% для CD68, что 
согласуется с данными литературы и свидетельствует 
о том, что существенная часть пенистых клеток пред-
ставляет собой не детерминированные макрофаги, 
а дифференцировавшиеся в макрофагальном направ-
лении СГМК [18-20].

Сравнивая паттерны типирования бляшек анти-
телами к α-SMA, CD68 и виментину, можно отметить 
их дифференциальное расположение в различных 
слоях патологически измененной ткани сосудов. Так, 

рис. 4. Атеросклеротическая бляшка из сонной артерии� Иммунотипирование антителами к маркеру макрофагального фенотипа CD68 и мар-
керу сократительного фенотипа α-SMA� Ув� 200� 

а – CD68-положительные клетки вблизи фиброзной покрышки, ядра контрастированы гематоксилином Джилла; б – разная степень инфильтра-
ции CD68-положительными клетками в разных атеросклеротических бляшках, ядра контрастированы гематоксилином Джилла; в – сочетанное 
иммунофлюоресцентное типирование антителами к α-SMA (зеленый цвет) и липофильным красителем Нильским красным (Nile Red, красный 
цвет)� Ядра контрастированы 4,6-диамидино-2-фенилиндолом (синий цвет); г – сочетанное иммунофлюоресцентное типирование антителами 
к CD68 (зеленый цвет) и липофильным красителем Нильским красным (Nile Red, красный цвет)� Ядра контрастированы 4,6-диамидино-2-
фенилиндолом (синий цвет)�
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α-SMA в большинстве своем была локализована в зо-
не фиброзной покрышки (рис. 5, а ) и послойно в об-
ласти медии (рис. 5, б). Визуализация CD68, напро-
тив, была характерна для неоинтимы и практически 
полностью отсутствовала в медии (рис. 5, в). Положи-
тельная реакция на виментин в наибольшем количе-
стве отмечалось в прилегающей к медии либо к фи-
брозной покрышке неоинтиме (рис. 5, г). Следует под-
черкнуть, что в составе неоинтимы присутствовало 
около 5% клеток, положительных на α-SMA и CD68 
(рис. 5, д), и около 9% клеток, положительных на 
α-SMA и виментин (рис. 5, е), что свидетельствует 
о наличии переходного фенотипа у ряда клеток нео-
интимы. 

Остеогенная дифференцировка СГМК, сопрово-
ждающаяся развитием очагов кальцификации, также 
характерна для некоторых атеросклеротических бля-
шек. В экспериментах на апоЕ- и LDLR-нокаутных 
мышах было показано, что 30-55% от всех клеток не-
оинтимы положительны на транскрипционный фак-
тор остеогенной дифференцировки RUNX2, при этом 
75-90% из этих клеток происходят из сосудистого глад-

комышечного дифферона [21, 22]. В данном исследо-
вании количество RUNX2 позитивно окрашенных кле-
ток, также существенно варьировала в зависимости от 
степени кальцификации бляшки, локализуясь в тол-
ще неоинтимы ближе к просвету, но не в фиброзной 
покрышке или интактной медии (рис. 6, а). В составе 
бляшек наблюдались как клеточные популяции, поло-
жительные на RUNX2 и на α-SMA (рис. 6, б), так и 
RUNX2-положительные клетки без признаков сокра-
тительного фенотипа (рис. 6, в). 

ММП-9 наблюдалась в 5 бляшках из 16 проана-
лизированных (31%), прямой связи секреции ММП-9 
с нестабильностью бляшки, отражаемой вызываемой 
ОНМК, не наблюдалось (3/8 нестабильных бляшек 
и 2/8 стабильных). Следует отметить, что по данным 
литературы секреция как ММП-9, так и ММП-2 от-
мечается приблизительно в половине атеросклеро-
тических бляшек сонных артерий, также без суще-
ственных различий в распространенности у паци-
ентов с ОНМК и хронической ишемией головного 
мозга, не ставшей причиной ОНМК до каротидной 
эндартерэктомии [23]. 

a
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рис. 5. Атеросклеротическая бляшка из сонной артерии� Сравнение паттернов типирование бляшек антителами к α-SMA, CD68 и VIM, с контра-
стированием ядер гематоксилином Джилла или DAPI� Ув� 200� 

а – α-SMA-положительные клетки в зоне фиброзной покрышки; б – α-SMA-положительные клетки в области интактной медии; в – CD68 – положи-
тельные клетки в неоинтиме; г – виментин-положительные клетки в неоинтиме, прилегающей к фиброзной покрышке, и медии; д – клетки с пере-
ходным α-SMA+CD68+-фенотипом в составе неоинтимы (макрофагальная дифференцировка сосудистых гладкомышечных клеток); е – клетки с пе-
реходным α-SMA+виментин+-фенотипом в составе неоинтимы (синтетическая дифференцировка сосудистых гладкомышечных клеток)� 
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Микроскопически, однако, визуализация ММП-
2 и ММП-9 в таких бляшках колокализована с CD68-
положительными клетками и ассоциирована с разры-
вом фиброзной покрышки [23]. В проведенном иссле-
довании в ряде случаев наличие ММП-2 и ММП-9 
было колокализовано с CD68-положительными клет-
ками (рис. 7, а), однако это отмечалось далеко не всег-
да – приблизительно в половине полей зрения с боль-
шим количеством CD68-положительных клеток секре-
ции указанных ММП не отмечалось (рис. 7, б). 
Колокализации ММП-2 и ММП-9 с α-SMA- или ви-
ментин-положительными клетками выявлено не бы-
ло (рис. 7, в). 

Результаты изучавших роль ММП-2 и ММП-9 
в развитии атеросклероза работ оказались противоре-
чивыми: с одной стороны, апоE- и MMП-2-нокаутные 
мыши характеризовались более медленным развитием 
атеросклероза [24], с другой стороны, богатые гладко-
мышечными клетками сегменты атеросклеротических 

бляшек содержали большее количество ММП-2, что 
может свидетельствовать о стабилизирующей роли дан-
ной металлопротеиназы [25]. Аналогичное несоответ-
ствие результатов исследований было выявлено в от-
ношении ММП-9: с одной стороны, апоЕ- и ММП-9-
нокаутные мыши имели меньшее количество и объем 
атеросклеротических очагов с менее выраженными 
процессами инфильтрации макрофагами, депониро-
вания коллагена и деградации эластических волокон 
[26], а высокая концентрация MMП-9 в атеросклеро-
тических бляшках сонных артерий была ассоцииро-
вана с их нестабильностью, при этом ММП-9 в ос-
новном была локализована в области фиброзной по-
крышки и «плеч» бляшки [27]. В то же время в другой 
работе апоЕ- и ММП-9-нокаутные мыши, напротив, 
характеризовались большим объемом атеросклероти-
ческих бляшек и более высокой их нестабильностью, 
отражаемой количеством богатых гладкомышечными 
клетками глубоких фиброзных слоев [28]. 

рис. 6. Атеросклеротическая бляшка из сонной артерии� Иммунотипирование антителами к транскрипционному фактору остеогенной диффе-
ренцировки RUNX2� Ув� 200� 

а – RUNX2 положительные клетки в толще неоинтимы; б – клетки с переходным α-SMA+RUNX2+-фенотипом в составе неоинтимы (остеогенная 
дифференцировка сосудистых гладкомышечных клеток); в – RUNX2-положительные клетки без признаков сократительного фенотипа� 

a

вб
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Оригинальная статья

заключение

Около трети каротидных атеросклеротических бля-
шек характеризуются повышенной секрецией эндо-
пептидазами исключительно макрофагами, что отра-
жает активно идущее ремоделирование неоинтимы. 
Несмотря на преимущественную локализацию СГМК 
сократительного фенотипа в интактной медии, а ма-
крофагов – в зоне фиброзной покрышки, в неоинти-
ме детектируется определенное количество клеток, с 
двойным фенотипом сократительным и макрофагаль-
ным. Кроме того, существенная доля клеток в толще 
неоинтимы также имела двойной фенотип: сократи-
тельный и синтетический либо сократительный и осте-
огенный.
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