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Резюме 
Перикардит — это группа полиэтилогичных заболеваний, которые часто ассоциированы с разви-

тием жизнеугрожающих состояний. Существенные сложности при их диагностике и лечении в 
значительной степени обусловлены ограниченным пониманием клеточных механизмов развития 
перикардита и отсутствием релевантных подходов при его изучении. 

Цель работы — выявление изменения активности аутофагии в клетках эпикарда при остром пе-
рикардите. 

Материалы и методы. Острый перикардит в сердце мышей моделировали путем интраперикар-
диального введения 50 мкл адъюванта Фрейнда (n=15). Контрольным животным интраперкарди-
ально вводили 50 мкл раствора фосфатно-солевого буфера (ФСБ) (n=15) или выполняли операции 
без интраперикардиального введения какого-либо препарата (ложнооперированные животные, 
n=7). На 3-й или 5-й день от проведения хирургической операции после ингаляционной наркотизации 
изофлюраном производили эвтаназию животных. Активность воспаления в зоне эпикарда и выра-
женность аутофагии исследовали с помощью иммунофлуоресцентных методов окрашивания криос-
резов сердца и иммуноблотинга. 

Результаты. Обнаружили развитие воспалительной реакции и появление признаков острого 
перикардита, ассоциированного с утолщением зоны эпикарда: 68±9% в контроле (после введения 
ФСБ) и 124±22% после введения адъюванта Фрейнда, p=0,009, его полиморфно-клеточной инфильт-
рацией и формированием множественных спаек. В составе эпикардиального слоя наблюдали при-
знаки реорганизации клеток мезотелия, 11-кратное повышение соотношения в них маркеров ауто-
фагии LC3 II/LC3 I: 0,07±0,02 в контроле (после введения ФСБ) и 0,84±0,07 при остром перикардите, 
p=0,04, а также аккумуляцию коллагеновых волокон.  

Заключение. Развитие острого перикардита сопровождается активацией клеток эпикардиаль-
ного мезотелия, повышением выраженности аутофагии и развитием фиброзных изменений в зоне 
эпикарда/субэпикарда. Изучение возможности модуляции аутофагии с целью воздействия на раз-
витие острого перикардита является предметом дальнейших исследований. 
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Summary 
Pericarditis is a group of polyetiological diseases often associated with emergence of life–threatening con-

ditions. Poor knowledge of underlying cellular mechanisms and lack of relevant approaches to investigation 
of pericarditis result in major challenges in diagnosis and treatment. 

The aim of this work was to identify changes in the activity of autophagy in epicardial cells in acute peri-
carditis. 

Materials and methods. Acute pericarditis in mice was induced by intrapericardial injection of Freund's 
adjuvant in the study group (N=15). The control group included animals receiving either intrapericardial 
injection of phosphate-buffered saline (PBS) (N=15), or sham surgery without injections (N=7). On Days 3 
or 5 after surgery the animals were euthanized under isoflurane anesthesia. Immunofluorescence staining 
of cardiac tissue cryo-sections and immunoblotting were used to assess the intensity of inflammation and 
autophagy in the epicardium. 

Results. Inflammation and other signs of acute pericarditis resulting in thickening of some epicardial areas 
were found: 68±9% in the control (after PBS injection) and 124±22% after Freund's adjuvant injection (P=0.009); 
other signs included cellular infiltration of epicardium and multiple adhesions. The epicardial layer exhibited 
signs of mesothelial cells reorganization with 11-fold increase of autophagy markers LC3 II/LC3 I ratio: 0.07±0.02 
in the control group (after PBS injection) and 0.84±0.07 — in acute pericarditis (P=0.04), and accumulation of 
collagen fibers. 

Conclusion. Development of acute pericarditis is accompanied by activation of epicardial mesothelial cells, 
intensified autophagy and development of fibrous changes in epicacardial/ subepicardial areas. 
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Введение 
Перикардит — воспалительное поврежде-

ние серозных оболочек сердца, характеризую-
щийся утолщением, сращением и фиброзной 
трансформацией листков перикарда и в ряде 
случаев приводящее к сдавлению камер сердца 
и ограничению их диастолического наполне-
ния [1–3]. Он является достаточно частой кли-
нической «находкой» при обследовании экс-
тренно госпитализированных пациентов с то-
ракалгиями, одышкой и другими проявлениями 
сердечной недостаточности. Согласно литера-
турным данным, перикардит выявляется у 
0,1–0,2% госпитализированных пациентов с бо-
лями в груди не ишемической этиологии, а ост-
рый перикардит регистрируют у 5–7% посту-
пивших в отделение неотложной помощи [3, 4].  

По данным биопсии, в независимости от 
этиологии процесса, в большинстве случаев об-
наруживаются фиброзные изменения висце-
рального листка перикарда (эпикарда), которые 
часто сочетаются с развитием фиброза в ниже-
лежащих слоях миокарда и развитием сердечной 
недостаточности [5, 6]. При этом распространение 
фиброза в нижележащие отделы сердечной 
мышцы ассоциируется с неблагоприятным про-
гнозом  [7–9]. При подборе терапии для таких 
пациентов часто учитывается только характер 
течения заболевания и проводимое лечение 
ограничивается назначением нестероидных про-
тивовоспалительных препаратов и колхици-
на [10]. В значительной степени это обусловлено 
тем, что многие компоненты патогенеза пери-
кардита остаются малоизученными, а клеточные 
механизмы его развития неизвестны.  

Согласно результатам последних исследо-
ваний, одним из механизмов ответа клеток на 
действие воспалительного микроокружения 
является изменение активности аутофагии [11, 
12]. Аутофагия — эволюционно-консерватив-
ный механизм, который на базовом уровне спо-
собствует поддержанию клеточного гомеостаза 
путем утилизации макромолекул и органелл 
через лизосомальный путь деградации [13, 14]. 
В условиях «стресса» аутофагия может способ-
ствовать выживанию клеток, обеспечивая вре-
менную клеточную адаптацию к неблагопри-
ятным условиям, однако ее чрезмерная акти-
вация вызывает противоположные эффект, 
ведет к клеточной гибели и развитию патоло-
гии, включая прогрессирование фиброза.  

Цель работы — выявление изменения ак-
тивности аутофагии в клетках эпикарда при 
остром перикардите. 

Материал и методы 
Моделирование острого перикардита. Острый 

перикардит моделировали in vivo на самцах мышей 
линии С57BL/6 (n=37, возраст 8 недель, вес 28–30 г). 
Опыты с животными проводили в соответствии с 
Европейской Конвенцией о защите позвоночных жи-
вотных, используемых для экспериментов или в иных 
научных целях» (Страсбург, 18 марта 1986 г.), ETS N 123, 
«Международными рекомендациями (этический ко-
декс) по проведению медико-биологических иссле-
дований с использованием животных», разработан-
ными и опубликованными в 1985 г. Советом между-
народных научных организаций «Правилами прове-
дения работ с использованием экспериментальных 
животных», утвержденными Приложением к приказу 
Министерства здравоохранения СССР от 12.08.1977 г. 
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№ 755. Животных содержали на стандартной диете, 
обеспечили им свободный доступ к воде. Операции 
проводили в асептических условиях под общей ане-
стезией (авертин, внутрибрюшинное введение). Ин-
тубировали трахею мыши и подключали ее к аппарату 
искусственного дыхания (MiniVent. Hugo Sachs Elek-
tronik / Harvard Apparatus. Germany). После подготовки 
операционного поля производили продольный разрез 
кожи по передней срединной линии от угла грудины 
до основания мечевидного отростка. Подлежащие 
ткани разделяли путем тупой препаровки. После об-
нажения наружной поверхности межреберных мышц, 
для проникновения в грудную полость и обеспечения 
доступа к сердцу, выполняли горизонтальный разрез 
по ходу 9-го межреберного промежутка от реберно-
грудинного сочленения до средней подмышечной 
линии. Животным исследуемой группы под визуаль-
ным контролем с помощью операционного микро-
скопа Leica M620 в полость перикарда вводили 50 мкл 
полного адъюванта Фрейнда (n=15). Контрольным 
животным интраперкардиально вводили 50 мкл рас-
твора фосфатно-солевого буфера (n=15) или выпол-
няли операции без интраперикардиального введения 
какого-либо препарата (ложнооперированные жи-
вотные, n=7). После этого послойно ушивали рану. 
На 3-й или 5-й день после проведения хирургической 
операции после ингаляционной наркотизации изо-
флюраном производили эвтаназию животных путем 
дислокации шейных позвонков. 

Анализ криосрезов сердца после моделирования 
острого перикардита. Для оценки проявлений острого 
перикардита сердца мышей извлекали, промывали 
физиологическим раствором, заключали в среду Tis-
sue-Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetek), замораживали 
в парах жидкого азота и использовали для подготовки 
криосрезов. Криосрезы (толщиной 7 мкм) помещали 
на предметные стекла и хранили при –70°С. Срезы 
сердец окрашивали гематоксилин-эозином и по методу 
Маллори в соответствии с ранее описанными прото-
колами [15–18]. Для окрашиваний с помощью метода 
Маллори использовали следующие растворы: рас-
твор A (1% кислый фуксин), B (1% фосфомолибденовая 
кислота) и C (2% оранжевый G, 0,5% метиловый синий, 
2%-щавелевая кислота). Зафиксированные криосрезы 
инкубировали последовательно в растворе А (2 мин), 
растворе  В (4 мин) и растворе С (15 мин). Между 
каждым окрашиванием слайды промывали дистил-
лированной водой, обезвоживали и монтировали, ис-
пользуя среду на основе ксилола. 

Иммунофлуоресцентное окрашивание прово-
дили с использованием антител к маркерам акти-
вированного эпикарда Wt1 (Abcam, США), макрофагов 
CD68 (Abcam, США), аутофагии LC3B (Abclonal, Китай; 
Millipore, Германия) и вторичных антител, конъюги-
рованных с флуоресцентными красителями Alexa 
Fluor 488, Alexa Fluor 594.  

Морфометрический анализ проводили с помо-
щью ручного подсчета в программе Image J (National 
Institutes of Health, США). 

Оценка экспрессии LC3 методом иммуноблот-
тинга. Для анализа активности аутофагии исполь-
зовали образцы соскобов эпикардиального слоя 
сердца контрольных животных и мышей после мо-
делирования острого перикардита. Белки разделяли 
методом ДСН-электрофореза в 10% полиакриламид-
ном геле на приборе Mini-PROTEAN 2 («Bio-rad», 
США). Электроперенос осуществляли на ПВДФ-мем-
брану («Millipore», США) на приборе Trans-blot Turbo 
(«Bio-rad», США). После электропереноса мембрану 
инкубировали в блокирующем буфере (фосфатно-
солевой буфер, содержащий 5% сухое обезжиренное 
молоко («AppliChem», США). Далее, мембрану инку-
бировали антителами против LC3 I/II (Abclonal, США) 
в течение 12 ч, +4°С при постоянном перемешивании. 
Затем мембрану отмывали 3 раза в ФСБ, содержащем 
0,05% Tween-20 (каждая отмывка по 10 минут при 
постоянном перемешивании). После промывок мем-
брану инкубировали с вторичными антителами про-
тив иммуноглобулинов кролика, конъюгированными 
с пероксидазой хрена AffiniPure (H + L) («Jackson Im-
munoResearch», США). Затем мембрану отмывали 
3 раза по 10 мин каждый в фосфатно-солевом буфере, 
содержащем 0,05 % Tween-20. Детекцию белков осу-
ществляли с помощью хемилюминесцентного суб-
страта SuperSignal West Pico («Thermo Scientific», 
США). Сигнал фиксировали с помощью гель-доку-
ментирующей системы Fusion-SL 3500.WL («Vilber 
Lourmat», Франция). Морфометрический анализ 
проводили в программе Image J (National Institutes 
of Health, США). 

Микроскопия и анализ изображений. Струк-
туры клеток и криосрезов миокарда анализировали 
с использованием флюоресцентного микроскопа Ax-
iovert 200 M («Carl Zeiss», США) и программного обес-
печения AxioVision 4.8 («Carl Zeiss», США).  

Статистическую значимость различий между 
выборками оценивали с помощью непараметриче-
ского критерия Манна–Уитни. Результаты обраба-
тывали с помощью программы Statistica 8.0 (StatSoft, 
Inc.). Данные представили в виде среднего значе-
ния±стандартное отклонение. 

Результаты 
Введение адъюванда Фрейнда в полость 

перикарда вызывало появление признаков 
острого перикардита. Интраперикардиальное 
введение в полость перикарда адъюванта 
Фрейнда вызывало манифестацию воспали-
тельного процесса в листках перикарда. На 
3-й день наблюдения острый воспалительный 
ответ проявлялся эксудативным компонентом 
и полиморфно-клеточной инфильтрацией, 
включающей лимфоциты, моноциты и плаз-
моциты. Макроскопически к 5-му дню после 
введения индуктора наблюдали утолщение ли-
стков перикарда, они теряли прозрачность и 
образовывали спайки с плеврой, диафрагмой 
и легкими. Результаты окрашивания гематок-
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силином и эозином пока-
зали, что ложноопериро-
ванные животные не де-
монстрировали признаков 
морфологических измене-
ний эпикардиального слоя 
сердца и не экспрессиро-
вали маркер Wt1 в зоне 
эпикарда. При этом висце-
ральный перикард (эпи-
кард) мышей опытной 
группы был заметно более 
утолщен (рис. 1, a, b), чем 
эпикард мышей контроль-
ной группы, которым про-
водили введение ФСБ.  

Процент зоны утол-
щенного эпикарда в конт-
роле (после введения ФСБ) 
и после введения адъюван-
та Фрейнда составил 68±9% 
и 124±22%, соответственно, p=0,009, (n=6). В нем 
обнаруживали Wt1+ клетки активированного 
эпикардиального мезотелия, реорганизацию 

зоны эпикарда/субэпикарда и накопление в 
ней коллагенов (рис. 2, c, d), чего практически 
не наблюдали в контрольной группе. 

Рис. 2. Развитие острого перикардита вызывает повышение экспрессии маркера аутофагии LC3 в эпикардиальных 
клетках сердца мыши.  
Примечание. Красный цвет (a, b) — окрашивание маркера аутофагии LC3 II. a — контрольная группа (после введения 
ФСБ); b — после индукции острого перикардита; c — оценка экспрессии маркеров аутофагии LC3 I и LC3 II методом им-
муноблоттинга и графически. Соотношение LC3 II/LC3 I в контроле приняли за единицу. * — р=0,04. Представили 
данные на 5-й день после проведения операции. 

Рис. 1. Характеристика морфологических изменений в зоне эпикарда/субэпикарда 
сердца после моделирования острого перикардита (5-й день).  
Примечание. Срезы сердец мышей, окрашенные: a, b — гематоксилином-эозином; 
c, d — по методу Маллори. a, c — контрольная группа; b, d — после моделирования 
острого перикардита. Синее окрашивание — визуализация коллагенов. 
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Развитие фиброзной трансформации 
листка перикарда сопровождается активацией 
аутофагии в клетках эпикарда. Многочислен-
ные исследования показывают, что развитие 
воспалительных и профиброзных изменений 
в различных тканях организма ассоциировано 
с дисрегуляцией аутофагии. Учитывая эти дан-
ные, провели анализ активности аутофагии 
после моделирования острого перикардита. 
Обнаружили, что экспрессия LC3 II была суще-
ственно повышена в клетках активированного 
эпикардиального слоя после введения адъ-
юванта (рис. 2, b) в сравнении с таковой у мышей 
контрольной группы (после введения ФСБ) 
(рис. 2, a).  

С помощью иммуноблоттинга подтвердили 
(рис. 2, c), что при развитии перикардита в 
клетках эпикарда наблюдается 11-кратное по-
вышение соотношения LC3 II / LC3 I (0,07±0,02 
(контроль) и 0,84±0,07 (острый перикардит), 
р=0,04), что указывает на признаки усиления 
«сборки» аутофагосом и повышения активности 
аутофагии. 

Обсуждение 
В настоящее время перикардит остается 

достаточно редким заболеванием, которое вы-
зывает существенные сложности при диагно-
стике у врачей первичного звена [19, 20]. При 
этом, даже в случае успешной постановки ди-
агноза, медикаментозное лечение обладает 
ограниченной эффективностью, назначается 
зачастую без учета этиологии процесса, не ока-
зывает влияние на прогрессирование фиброза 
в листках перикарда и долгосрочной прогноз. 
В значительной степени это обусловлено ограни-
ченным пониманием клеточных механизмов 
развития и отсутствием релевантных животных 
моделей при изучении перикардита [21].  

При моделировании острого перикардита 
на мышах впервые показали: 1) интраперикар-
диальное введение адъюванта Фрейнда вызы-
вало развитие острого воспалительного про-
цесса в сердечной сумке, утолщение, фиброзную 
трансформацию висцерального листа перикар-
да и развитие спаечного процесса; 2) развитие 
проявлений острого перикардита сопровож-
далось признаками активации аутофагии в 
клетках эпикарда/субэпикарда. 

Введение адъюванда Фрейнда в полость 
перикарда вызывало хаотичное перераспре-
деление клеток эпикарда и значительное утол-
щение висцерального листка перикарда. В ос-
нове этих изменений, вероятно, лежит способ-
ность клеток эпикарда под действием факторов 
провоспалительного микроокружения ини-
циировать эпителиально-мезенхимальный пе-
реход (ЭМП), что вызывает их вступление в 

клеточный цикл, усиление миграционной спо-
собности, ведет к дифференцировке в направ-
лении фибробластов/миофибробластов и на-
коплению матрикса [22]. Кроме того, в клетках 
активированного эпикарда происходило на-
копление белка LC3 II, участвующего в сборке 
аутофагосом, что является признаком актива-
ции аутофагии — высококонсервативного про-
цесса, направленного на развитие, дифферен-
цировку, адаптацию клеток к условиям спе-
циализированного микроокружения [23, 24].  

Эти данные хорошо согласуются с иссле-
дованиями других научных групп, указываю-
щими на важную роль аутофагии в регуляции 
воспалительного ответа, ассоциированного с 
фиброзом  [25–27]. Показано, что высокая ак-
тивность аутофагии сопряжена с формирова-
нием и поддержанием провоспалительного 
микроокружения. В частности, аутофагия может 
сама регулировать секрецию цитокинов, вклю-
чая IL-1, IL-18, TNF-α и IFNg [28, 29]. Так, секреция 
зрелой формы IL-1β макрофагами происходит 
нетрадиционным способом и зависит от шапе-
рон-опосредованной аутофагии, которая в «ба-
зовом» состоянии препятствует его секре-
ции [30]. Секретированный макрофагами IL-1β 
способен подавлять трансформацию фибро-
бластов в миофибробласты, однако в то же вре-
мя стимулирует в них синтез провоспалительных 
цитотокинов и матриксных металлопротеиназ 
(MMP), что поддерживает воспаление и спо-
собствует ремоделированию матрикса [31]. 

Анализ результатов исследований послед-
них лет указывает на сохранение высокого на-
учного интереса к изучению механизмов участия 
аутофагии в развитии фиброза в разных тка-
нях [32, 33]. При этом данные об участии ауто-
фагии в патогенезе острого перикардита и раз-
витии фиброза сердца отсутствуют. Между тем, 
внимание заслуживают работы, связанные с 
изучением участия аутофагии в образовании 
пула миофибробластов, которые являются 
ключевыми участниками прогрессирующего 
фиброза. Было обнаружено, что подавление 
аутофагии препятствует трансформации сер-
дечных фибробластов в миофибробласты, что 
сопровождалось уменьшением экспрессии αSMA 
и ED-A фибронектина, а также снижением со-
кратительной и миграционной активности мио-
фибробластов  [34]. В недавнем исследовании 
было показано, что аутофагия может способ-
ствовать секреции коллагена I дермальными 
фибробластами [35]. 

Таким образом, активация аутофагии, на-
блюдаемая при развитии острого перикардита, 
может ассоциироваться с развитием фиброза в 
зоне эпикарда за счет поддержания провоспа-
лительного микроокружения, образования фиб-
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робластов/миофибробластов и накопления кол-
лагенов. Исследования возможности воздействия 
на прогрессирование фиброза в зоне эпикарда 
за счет модуляции уровня аутофагии может слу-
жить перспективным направлением исследова-
ний, направленных на разработку новых высо-
коэффективных способов лечения перикардитов. 
Первые шаги в этом направлении уже были сде-
ланы исследователями из Новой Зеландии, ко-
торые показали успешное применение ингиби-
тора аутофагии — гидроксихлорохина для ку-
пирования ревматического перикардита  [36]. 
Возможность использования гидроксихлорохина 
нашло подтверждение в работах российских ис-
следователей [37], показавших его эффективность 
в плане воздействия на выраженность воспале-
ния и динамику образования выпота при пери-

кардитах подострого и хронического течения, 
как в виде монотерапии, так и в комбинации с 
небольшими дозами кортикостероидов. Эти дан-
ные позволяют рассматривать аутофагию как 
перспективную терапевтическую мишень для 
лечения воспалительных заболеваний перикарда.  

Заключение 
Развитие острого перикардита сопровож-

дается активацией клеток эпикардиального ме-
зотелия, повышением активности аутофагии 
и развитием фиброзных изменений в зоне эпи-
карда/субэпикарда.  

Изучение возможности модуляции ауто-
фагии с целью воздействия на развитие острого 
перикардита является предметом дальнейших 
исследований.
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