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Цель исследования — разработать простой и доступный для практического применения способ патоморфологической оцен-
ки давности инфаркта миокарда с широким диапазоном регистрируемых сроков.

Материалы и методы. С использованием антител к матриксной металлопротеиназе 9 (ММР9) проведено иммуногистохимиче-
ское исследование образцов зоны экспериментального инфаркта миокарда (модель диатермокоагуляции околоконусной межжелу-
дочковой артерии крысы; n=50) в сроки от 2 ч до 30 сут и post mortem образцов 30 человек, умерших от трансмурального инфаркта 
миокарда и постинфарктного кардиосклероза в сроки от 6 ч до 30 сут.

Результаты. Установлено, что локализация MMP9 в зоне инфаркта миокарда позволяет с достаточно высокой точностью 
определить срок, прошедший с момента инфаркта. При летальных исходах, развившихся в течение нескольких часов после ин-
фаркта, цитоплазма нейтрофилов в зоне инфаркта имела интенсивную окраску. На 1–2-е сутки в зоне инфаркта зафиксирована 
яркая окраска внеклеточного матрикса. В более поздние сроки (3–21-е сутки) отмечена окраска клеток фибробластического ряда 
в пограничной зоне (с максимумом на 7–14-е сутки). Динамика содержания и локализация MMP9 в миокарде умерших пациентов 
соответствуют данным, полученным при экспериментальных исследованиях.

Заключение. Предлагаемый способ позволяет четко дифференцировать срок давности инфаркта миокарда при патоморфо-
логическом исследовании.
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The aim of the investigation was to develop a simple and available for practical application method of pathomorphological assessment 
of myocardial infarction age with a wide range of registered terms.
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Materials and Methods. Specimens of the experimental myocardial infarction zone (a model of diathermocoagulation of the rat 
periconical interventricular artery; n=50) in the period from 2 h to 30 days, and post-mortem specimens of 30 men died of transmural 
myocardial infarction and post-infarction cardiosclerosis in the period from 6 h to 30 days were immunohistochemically investigated using 
antibodies to the matrix metalloproteinase 9 (MMP9).

Results. It has been established that localization of MMP9 in the infarction zone enables determining with a sufficiently high precision 
the time that passed from infarction onset. In fatal outcomes developed during several hours after infarction, the neutrophil cytoplasm in the 
infarction zone had intensive color. On day 1–2 a bright color of the extracellular matrix was noted. In later terms (days 3–21) staining of the 
fibroblastic cell line in the border zone (with maximum on days 7–14) was observed. The dynamics of MMP9 content and its localization in 
the myocardium of the dead patients corresponds to the data obtained in the experimental investigations.

Conclusion. The proposed method allows pathologists to clearly differentiate myocardial infarction age using pathomorphological 
investigations.

Key words: myocardial infarction; matrix metalloproteinase 9; MMP9; pathomorphological diagnosis.

Точное установление срока давности инфаркта 
миокарда имеет большое значение [1]. «Рутинные» 
методы патологоанатомической диагностики не всег-
да объективны и достоверны, часто не позволяют 
определить время развития ишемического некроза 
миокарда. При осложненных формах течения — по-
вторных и рецидивирующих инфарктах — задача оп-
ределения срока давности усложняется.

Существуют различные методы патологоанатоми-
ческой диагностики ишемии миокарда. На макроско-
пическом уровне используют пробы с теллуритом ка-
лия, нитросиним тетразолием, позволяющие выявить 
исчезновение ферментативной активности в ишеми-
зированных участках.

На микроскопическом уровне используют специ-
альные гистологические окраски. Так, трихромную 
окраску по Массону применяют для различения некро-
тического миокарда (синее окрашивание) от цитоплаз-
мы жизнеспособного миокарда (красное окрашивание 
цитоплазмы), часто имеющего фиолетовую окраску 
области, примыкающей к зоне некроза [2]. При этом 
установить время, прошедшее с момента развития 
некроза, не удается.

Одним из информативных методов, позволяющим 
обнаружить ранние изменения, считается гистохи-
мический и, в частности, реакция, выявляющая ак-
тивность фосфорилазы. Однако ее применение при 
аутопсии не нашло широкого распространения из-за 
того, что эта реакция диагностически значима лишь в 
пределах 3 ч после наступления смерти [3].

С развитием знаний о молекулярных основах дея-
тельности кардиомиоцитов стали использоваться раз-
личные иммуногистохимические окраски: на терми-
нальный комплекс комплемента C5b-9 [4], миоглобин, 
актин и тропомиозин [5], фибронектин [6], кардиаль-
ный тропонин I [7], кардиальный белок, связывающий 
жирные кислоты [8], окраска на дистрофин [9].

Для определения ранних стадий инфаркта мио-
карда перспективно использовать окраску на десмин, 
который начинает исчезать из цитоплазмы в зоне ин-
фаркта в течение 30 мин после наступления ишемии 
и полностью исчезает через 90–120 мин [10].

C. Ortmann с соавт. (2000) исследовали зону ише-
мии миокарда на деплецию таких «кардиальных» 
антигенов, как тропонин С и Т, десмин, миоглобин, 
потерю CD59 и отложение из плазмы фибриногена, 
фибронектина и терминального комплекса компле-
мента C5b-9. Визуализация комплекса C5b-9 наблю-
далась в тканях через 30 мин после развития сим-
птомов инфаркта миокарда. Деплеция клеточных 
антигенов началась раньше, чем осаждение антиге-
нов из плазмы крови [11].

Отсутствие «идеальных» способов морфологиче-
ской диагностики инфаркта миокарда обусловливает 
проведение новых исследований в данной области.

Учитывая, что процессы ремоделирования миокар-
да резко активизируются сразу после эпизода, при-
водящего к некрозу, и эта активность сохраняется до 
установления новых взаимоотношений клеточного и 
межуточного компонентов миокарда, нами изучена 
возможность определения сроков давности инфаркта 
миокарда по динамике основных участников пере-
стройки соединительнотканного каркаса — матрикс-
ных металлопротеиназ, в частности металлопротеина-
зы 9 (MMP9).

Цель исследования — разработать простой и до-
ступный для практического применения способ пато-
морфологической оценки давности инфаркта миокар-
да с широким диапазоном регистрируемых сроков.

Материалы и методы. Экспериментальное моде-
лирование инфаркта миокарда проведено на 9-месяч-
ных самках крыс линии Wistar весом 220–250 г (n=50) 
методом диатермокоагуляции околоконусной межже-
лудочковой артерии [12].

Эксперимент выполнялся в соответствии с нор-
мами гуманного обращения с животными, которые 
регламентированы «Правилами проведения работ 
с использованием экспериментальных животных» 
(Приложение к приказу Министерства здравоохране-
ния СССР от 12.08.1977 г. №755), согласно протоко-
лу, одобренному Комитетом по биомедицинской этике 
Иркутского научного центра хирургии и травматоло-
гии, а также с учетом требований Европейской конвен-
ции по защите позвоночных животных, используемых 
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для экспериментальных и других научных целей (при-
нятой в Страсбурге 18.03.1986 г. и подтвержденной в 
Страсбурге 15.06.2006 г.).

Выведение животных из эксперимента проводили в 
сроки от 2 ч до 30 сут после моделирования инфар-
кта миокарда. Сердце экспериментального животного 
фиксировали в растворе 10% нейтрального забуфе-
ренного формалина в течение 24 ч при 20°С для даль-
нейшего гистохимического исследования.

Материалом для патоморфологического иссле-
дования послужили post mortem образцы 30 чело-
век (29 — с трансмуральным инфарктом миокарда, 
1 — с постинфарктным кардиосклерозом). Средний 
возраст — 63,7 года; мужчин — 18, женщин — 12. 16 
пациентов умерли в сроки до 3 сут, 14 — в сроки от 
3 сут до 1 мес. Вскрытия проводили в централизован-
ной прозектуре Иркутского областного патологоанато-
мического бюро, принимающей летальные случаи из 
Областной клинической больницы Иркутска, которая 
имеет специализированное кардиореанимационное 
отделение. Исследование одобрено Комитетом по 
био медицинской этике Иркутского научного центра хи-
рургии и травматологии.

В 27 случаях диагноз острого инфаркта миокарда 
был установлен на основании клинической картины, 
данных электрокардиографии, реакции кардиоспе-
цифических ферментов и подтвержден на вскрытии. 
В 3 случаях диагноз инфаркта миокарда первично вы-
ставлен на патологоанатомическом вскрытии. В 4 слу-
чаях диагноз острого инфаркта миокарда как одна из 
первоначальных причин смерти комбинирован с дру-
гими нозологическими формами (язвенной болезнью 

желудка, осложненной кровотечением; туберкулезом; 
мегалобластной анемией; кишечными свищами).

Оценка давности инфаркта миокарда проводилась 
на основании стандартных гистологических критери-
ев: некроза кардиомиоцитов, нейтрофильной инфиль-
трации и характера ее распределения, инфильтрации 
лимфоцитами, макрофагами, плазматическими клет-
ками, пролиферации кровеносных сосудов, фибро-
бластов, состояния коллагеновых волокон. Образцы 
ткани из зоны инфаркта миокарда и пограничной к ней 
области фиксировали 10% раствором нейтрального 
забуференного формалина в течение 24 ч при 20°С и 
заливали в парафиновые блоки.

Для окраски на MMP9 применяли иммуногисто-
химический метод, описанный нами ранее [13]. 
Использован непрямой пероксидазный метод. Де-
маскировка и иммуногистохимическая окраска про-
водились ручным способом с использованием на-
бора Novolink Polymer Detection System (Novocastra 
Laboratories Ltd., Великобритания), в качестве хромо-
гена использован 3,3’-диаминобензидин (DAB). Ядра 
окрашивали гематоксилином Майера.

В качестве первичных антител применяли кроли-
чьи моноклональные антитела IgG к ММР9 (Clone 
1D:EP1254, Cat. No.2551-1, Lot YG 113001P, Epitomics 
Inc., США) в рабочем разведении от 1:100 до 1:250.

Результаты. На первом этапе оценена динамика 
окраски зоны инфаркта и периинфарктной зоны на 
ММР9 при экспериментальном инфаркте миокарда. 
Как известно, ММP9 в высоких концентрациях присут-
ствует в нейтрофилах. При исследовании установле-
но, что в сроки от 2 ч до 1 сут после моделирования 
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Рис. 1. Иммуногистохимическое окраши-
вание экспериментального материала на 
ММР9 в периинфарктной зоне:
а — цитоплазматическая экспрессия в 
нейтро филах через 12 ч; б — окраска вне-
клеточного матрикса на 1-е сутки; в — спе-
цифическая окраска части клеток фибро-
бластического ряда на 7-е сутки; непрямой 
пероксидазный метод; DAB

И.А. Шурыгина, О.В. Каня, Н.Н. Дремина, М.Г. Шурыгин



СТМ ∫ 2017 — том 9, №2  129

 клиническая медицина  

инфаркта миокарда выявлялись ярко окрашенные 
нейтрофилы в просвете сосудов в периинфарктной 
зоне и зоне инфаркта (рис. 1, а).

На 1-е сутки наблюдалась дегрануляция нейтрофи-
лов с потерей окраски их цитоплазмы. Одновременно 
с этим обнаружено появление выраженной окраски 
внеклеточного матрикса в зоне ишемического повре-
ждения, что свидетельствует о выходе ММР9 из ней-
трофилов в ткани (рис. 1, б).

На 3–14-е сутки при экспериментальном инфар-
кте в периинфарктной зоне появляется специфиче-
ская окраска части клеток фибробластического ряда. 
Наличие MMP9 в этих клетках в указанные сроки па-
тологического процесса, по-видимому, связано с не-
обходимостью перестройки внеклеточного матрикса 
(ремоделирования) в новых условиях механических 
нагрузок на миокард. Максимальная интенсивность 
окраски клеточных элементов отмечена на 7–14-е сут-
ки (рис. 1, в). На 30-е сутки экспериментального ин-
фаркта миокарда специфическая окраска в зоне пост-
инфарктного кардиосклероза не регистрировалась.

При исследовании патоморфологического материа-
ла установлено, что динамика содержания и локали-
зация MMP9 в миокарде умерших пациентов соответ-
ствуют данным, полученным при экспериментальных 
исследованиях. При летальных исходах, развившихся 
в течение нескольких часов после инфаркта, реги-
стрировали ярко окрашенные нейтрофилы в сосудах 
периинфарктной зоны и в зоне инфаркта (рис. 2, а).

При сроке давности инфаркта от 1 до 2 сут фикси-
ровали дегрануляцию нейтрофилов, потерю окраски 

цитоплазмы нейтрофилов. Параллельно с этим за-
фиксирована яркая окраска внеклеточного матрикса 
в зоне инфаркта (рис. 2, б). В более поздние сроки 
(3–21-е сутки) отмечали экспрессию MMP9 в клетках 
фибробластического ряда в пограничной зоне. При 
этом максимальная выраженность окраски отмечена 
на 7–14-е сутки (рис. 2, в). Зона сформированного кар-
диосклероза (30-е сутки и более) не окрашивалась.

Таким образом, отмечена хорошая воспроизводи-
мость предлагаемого способа — при окрашивании се-
рийных срезов в разных партиях достигнуты идентич-
ные результаты.

обсуждение. Окрашивание гистологических препа-
ратов миокарда на ММP9 позволяет визуализировать 
как динамику развития некротической фазы инфаркта 
и выход ММP9 в зону повреждения в ранние сроки па-
тологического процесса, так и функциональную актив-
ность ряда клеток по ремоделированию фибрилляр-
ных белков в зоне формирования постинфарктного 
кардиосклероза в поздние сроки. При этом в ранние 
сроки основным источником ММP9 в зоне поврежде-
ния являются нейтрофилы, мигрирующие в очаг ише-
мического повреждения во время нейтрофильной 
фазы воспаления.

В более поздние сроки окраска на ММP9 клеток 
фибробластического ряда с максимумом окраски на 
7–14-е сутки отражает процессы ремоделирования как 
в зоне формирования постинфарктного кардиоскле-
роза, так и в прилегающих к ней областях миокарда. 
Клетки с фиброкластической активностью обеспечи-
вают перестройку внеклеточного матрикса. Известно, 
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Рис. 2. Иммуногистохимическое окрашива-
ние секционного материала на ММР9 в пе-
риинфарктной зоне:
а — ярко окрашенные нейтрофилы через 9 ч; 
б — яркая окраска внеклеточного матрикса 
на 2-е сутки; в — экспрессия MMP9 в клетках 
фибробластического ряда на 14-е сутки; не-
прямой пероксидазный метод; DAB
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что ремоделирование миокарда, происходящее по-
сле эпизода ишемического повреждения, имеет очень 
важный аспект — перестройку соединительнотканного 
каркаса сообразно новым условиям распределения 
механических нагрузок [14]. Наибольшую роль в этом 
процессе отводят ферментам группы металлопротеаз. 
Интенсивность окраски фиброкластов в зоне форми-
рования постинфарктного кардиосклероза отража-
ет активность перестройки внеклеточного матрикса. 
Снижение активности данного процесса сопровожда-
ется снижением интенсивности и последующим исчез-
новением специфической окраски.

В связи с четко выраженной стадийностью экспрес-
сии MMP9 в миокарде этот маркер удобно использо-
вать для определения давности возникновения ин-
фаркта миокарда [15]. Он также позволяет проводить 
патоморфологическую дифференциальную диагно-
стику при повторных и рецидивирующих инфарктах 
миокарда.

Заключение. Разработанный способ определения 
срока давности инфаркта миокарда позволяет четко 
дифференцировать время, прошедшее с момента ин-
фаркта, при патоморфологическом исследовании.
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