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Основные положения
• Эндотелий интимы аорты и периаортальной жировой ткани имеет различный профиль рас-

пределения фосфорилированных форм eNOS.
• Эндотелий интимы аорты гипертензивных крыс линии НИСАГ характеризуется повыше-

нием экспрессии форм eNOS с активирующим фосфорилированием, а эндотелий микрососудов 
периаортальной жировой ткани – повышением экспрессии форм eNOS с ингибирующим фосфо-
рилированием.

• Эндотелий микрососудов периаортальной жировой ткани имеет более высокую экспрессию 
общей фракции eNOS и ее фосфорилированных форм в сравнении с эндотелием интимы аорты.

СРАВНЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ МОДИФИЦИРОВАННЫХ ФОРМ 
ЭНДОТЕЛИАЛЬНОЙ СИНТАЗЫ МОНООКСИДА АЗОТА У ГИПЕР- 

И НОРМОТЕНЗИВНЫХ КРЫС

Цель
Изучить экспрессию эндотелиальной синтазы монооксида азота (eNOS) и ее 
модифицированных форм в эндотелии интимы аорты и микрососудов пери-
аортальной жировой ткани гипер- и нормотензивных крыс.

Материалы 
и методы

В исследование были включены самцы гипертензивных крыс линии НИСАГ 
(n = 12) и нормотензивных крыс линии Wistar (n = 12) в возрасте 4 мес. После 
подготовки криосрезов нисходящей аорты проводили иммуногистохимиче-
ское окрашивание различными антителами к eNOS и фосфорилированным 
формам eNOS (Ser117, Thr495, Ser632, Ser1177). После оцифровки препара-
тов на слайд-сканере выполняли полуколичественный анализ интенсивности 
иммуногистохимического сигнала в эндотелии интимы аорты и микрососу-
дов периаортальной жировой ткани в программе ImageJ. Статистический 
анализ проводили при помощи критерия Манна – Уитни (при сравнении 
экспрессии в эндотелии гипер- и нормотензивных крыс) и критерия Уилкок-
сона (при сравнении экспрессии в эндотелии интимы аорты и микрососудов 
периаортальной жировой ткани).

Результаты

Эндотелий интимы аорты и периаортальной жировой ткани гипертензив-
ных крыс НИСАГ характеризовался тенденцией повышения экспрессии 
общей фракции eNOS независимо от применяемого антитела (хотя паттерн 
окрашивания при использовании различных антител несколько отличался). 
В эндотелии интимы аорты гипертензивных крыс отмечено статистически 
значимое повышение экспрессии форм eNOS, фосфорилированных в пози-
циях Ser632 и Ser1177 (активирующее фосфорилирование), а в эндотелии 
микрососудов периаортальной жировой ткани – статистически значимое по-
вышение экспрессии общей фракции eNOS (при оценке одним из антител) и 
форм eNOS, фосфорилированных в позициях Ser117, Thr495 (ингибирующее 
фосфорилирование) и Ser632 (активирующее фосфорилирование). Экспрес-
сия общей фракции eNOS и всех ее фосфорилированных форм в эндотелии 
микрососудов периаортальной жировой ткани была статистически значимо 
выше, чем в эндотелии интимы аорты.

Заключение
В сравнении с нормотензивными крысами Wistar гипертензивные крысы 
НИСАГ характеризовались повышением экспрессии различных фосфорили-
рованных форм eNOS в эндотелии интимы аорты (где преобладали формы, 
повышающие активность eNOS) и эндотелии микрососудов периаортальной 
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Aim
To study the expression of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and its 
modified forms in the aortic endothelial cells and perivascular endothelial cells in 
hypertensive and normotensive rats.

Methods

The study included 12 male hypertensive ISIAH rats and 12 male normotensive 
Wistar rats at the 4 months of age. Following the cryosectioning, we performed an 
immunohistochemical staining of descending aorta using different antibodies to 
total eNOS and to phosphorylated eNOS (Ser117, Thr495, Ser632, Ser1177). Next, 
we scanned the whole slide images and conducted a semi-quantitative analysis of 
immunohistochemical signal in the aortic endothelial cells and perivascular endothelial 
cells using ImageJ software. Statistical analysis was carried out by Mann–Whitney 
U-test (when comparing eNOS expression in the endothelium of hypertensive and 
normotensive rats) and Wilcoxon matched-pairs signed-rank test (when comparing 
eNOS expression in the aortic endothelial cells and perivascular endothelial cells).

Results

Aortic endothelial cells and perivascular endothelial cells of hypertensive 
rats tended to the increase in total eNOS regardless of the antibody, although 
the staining pattern differed across the antibodies. Aortic endothelial cells of 
hypertensive rats had higher expression of eNOS phosphorylated at Ser632 and 
Ser1177 sites (activating phosphorylation) whereas perivascular endothelial cells 
displayed elevated levels of eNOS phosphorylated at Ser117 and Thr495 (inhibiting 
phosphorylation) and Ser632 (activating phosphorylation). Expression of total and 
phosphorylated eNOS in perivascular endothelial cells was significantly higher 
than in the aortic endothelial cells.

Conclusion

In comparison with normotensive Wistar rats, hypertensive ISIAH rats are 
characterised by an increased expression of activated eNOS in the aortic endothelial 
cells (Ser632 and Ser1177 phosphorylation) and by an elevated expression 
of inhibited eNOS (Ser117 and Thr395 phosphorylation) in the perivascular 
endothelial cells. Perivascular endothelial cells have a higher expression of total 
and phosphorylated eNOS than aortic endothelial cells.

Highlights
• Aortic endothelial cells and perivascular endothelial cells have distinct distribution of phosphorylated 

forms of endothelial nitric oxide synthase (eNOS)
• In hypertensive rats, aortic endothelial cells have increased levels of activated eNOS (Ser632 and 

Ser1177) whilst perivascular endothelial cells have elevated levels of inhibited eNOS (Ser117 and Thr495).
• Perivascular endothelial cells have increased levels of total and phosphorylated eNOS in comparison 

with aortic endothelial cells.
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жировой ткани (где преобладали формы, снижающие активность eNOS). В 
сравнении с эндотелием интимы аорты эндотелий микрососудов периаор-
тальной жировой ткани демонстрировал повышенную экспрессию как об-
щей фракции eNOS, так и ее фосфорилированных форм.
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лия • Гипертензивные крысы • Нормотензивные крысы • Эндотелиальная 
NO-синтаза • Фосфорилирование eNOS
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Введение
Дисфункция эндотелия представляет собой ти-

повой патологический процесс, характеризующий-
ся нарушением вазоактивности или потерей атром-
богенности эндотелиальных клеток (ЭК) и/или их 
провоспалительной активацией [1, 2]. Важность 
роли дисфункции ЭК в патологической физиоло-
гии объясняется: 1) их непосредственным контак-
том с циркулирующей кровью; 2) незаменимостью 
для формирования новых кровеносных и лимфа-
тических сосудов (ангио- и лимфангиогенеза); 3) 
чрезвычайно большим количеством ЭК (по раз-
личным оценкам, от 1 до 60 триллионов), обуслов-
ливающим значительное количество выделяемых 
ими молекул; 4) широким спектром ангиокринных 
молекул, выделяемых в местный и системный кро-
воток и непосредственно влияющих на определя-
емый гладкомышечными клетками сосудистый 
тонус и функционирование других внутренних 
органов (к примеру, почек и печени); 5) связи про-
воспалительных цитокинов с развитием хрониче-
ского низкоинтенсивного стерильного системного 
воспаления, являющегося одной из биохимических 
основ патологического старения организма (несо-
ответствия биологического возраста хронологиче-
скому) и синдрома старческой астении [1, 2]. 

Диагностика дисфункции эндотелия может осу-
ществляться при помощи двух подходов. Первый 
из них основан на применении циркулирующих 
маркеров, предоставляющих возможность неинва-
зивной детекции в сыворотке крови пациентов с 
различными патологиями при помощи рутинного 
иммуноферментного анализа, но требующих при 
этом масштабной валидации (то есть определения 
чувствительности и специфичности) в различных 
клинических сценариях [3]. Второй подход осно-
ван на использовании внутриклеточных маркеров, 
обладающих наивысшей степенью специфичности 
в силу возможности прямой иммуногистохимиче-
ской детекции и имеющих потенциальную цен-
ность при моделировании различных патологиче-
ских процессов на лабораторных животных, а так-
же при доклинических испытаниях эффективности 
фармакологических вмешательств [4].

Классическим фенотипом дисфункции эндоте-
лия является вазоспастическая дисфункция, при ко-

торой происходит нарушение баланса между выде-
ляемыми ЭК в системный кровоток вазоконстрикто-
рами и вазодилататорами, что приводит к развитию 
вазоспастической дисфункции эндотелия [5], сопро-
вождается повышением сосудистого тонуса и раз-
витием артериальной гипертензии [6, 7] и в конеч-
ном счете способствует развитию атеросклероза [8]. 
Одним из наиболее мощных вазодилататоров являет-
ся монооксид азота (NO), синтезируемый из L-арги-
нина и молекулярного кислорода (О2) эндотелиаль-
ной синтазой монооксида азота (eNOS) при участии 
NADPH и тетрагидробиоптерина [9]. Активность 
данной химической реакции в значительной степени 
определяется посттрансляционными модификаци-
ями eNOS [10, 11]. Фосфорилирование eNOS в раз-
личных сайтах способно активировать (Ser632 [12] и 
Ser1177 [13, 14]) или ингибировать активность это-
го фермента (Ser117 [15–17] и Thr495 [13, 14]), что 
приводит к увеличению или уменьшению биосин-
теза NO соответственно. С учетом значимости это-
го процесса для адекватной вазодилатации и физио-
логического функционирования эндотелия и общий 
уровень eNOS, и уровень ее фосфорилированных 
форм (в том числе относительное содержание форм 
с активирующими и форм с ингибирующими фосфо-
рилированными формами) могут быть рассмотрены 
в качестве непосредственных маркеров вазоспасти-
ческой дисфункции эндотелия при прямом иммуно-
гистохимическом окрашивании. 

Следует отметить, что в стандартных статиче-
ских условиях культивирования in vitro культуры 
ЭК характеризуются невысокой экспрессией eNOS 
и кодирующего этот фермент гена NOS3 [18]. In 
vivo экспрессия eNOS в значительной степени опре-
деляется типом и скоростью потока [19, 20], что 
позволяет предположить определенные различия в 
регуляции активности eNOS в макро- и микрососу-
дистом эндотелии (в том числе за счет различного 
соотношения фосфорилированных форм). Помимо 
биомеханических параметров экспрессия eNOS 
также определяется полом [21], возрастом [22] и 
массой тела [23], что требует учитывать эти параме-
тры при моделировании различных патологических 
процессов и при тестировании безопасности и эф-
фективности фармакологических вмешательств, на-
правленных на коррекцию артериального давления.

Список сокращений
ЭК
eNOS

–
–

эндотелиальные клетки
эндотелиальная синтаза монооксида азота

NO – монооксид азота
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ченного нисходящего сегмента аорты (по 8 срезов 
на стекло), готовили с использованием криотома 
CryoStar NX50 (Thermo Fisher Scientific, США). До 
этапа окрашивания стекла c криосрезами хранили 
в пластиковых контейнерах при –80 °C (то есть в 
условиях хранения цельных сегментов тканей до 
подготовки криосрезов). 

Для иммуногистохимического окрашивания сре-
зы нисходящего отдела аорты фиксировали и перме-
абилизировали в ледяном ацетоне (−20 °C) в тече-
ние 10 мин, затем высушивали на воздухе в течение 
10 мин и промывали в трех сменах фосфатно-соле-
вого буфера (В-60201, ООО «Компания Пущинские 
лаборатории», Россия) с pH 7,4. После этого срезы 
подвергали иммуногистохимическому окрашива-
нию с использованием набора Novolink Polymer 
Detection System (RE7150-CE, Leica Biosystems, 
Германия) согласно протоколу производителя:

1. Блокировали эндогенную пероксидазу путем 
инкубации срезов в реактиве из набора Peroxidase 
Block в течение 5 мин во влажной закрытой камере 
при комнатной температуре.

2. Промывали срезы в двух сменах фосфатно-со-
левого буфера с pH 7,4.

3. Проводили блокировку неспецифического 
связывания антител с использованием реактива из 
набора Protein Block в течение часа во влажной за-
крытой камере при комнатной температуре.

4. В качестве первичных антител использова-
ли кроличьи антитела компаний Sunlong Biotech 
(КНР), ABclonal Biotechnology (КНР) и Thermo 
Fisher Scientific (США), разведенные в 1% фос-
фатно-солевом растворе с pH 7,4 бычьего сыво-
роточного альбумина (P091E, НПП «ПанЭко», 
Россия). Указанные антитела таргетировали эндо-
телиальную NO-синтазу (eNOS, SL20608R, разве-
дение 1:100; PA3031A, 1:100; A20985, 1:50), а так-
же фосфорилированные формы эндотелиальной 
NO-синтазы в позициях серин-117 (SL13072R, 
1:100), треонин-495 (SL3731R, 1:100), серин-632 
(SL13074R, 1:100) и серин-1177 (SL3447R, 1:100). 
Инкубацию срезов с первичными антителами про-
водили в течение 16 ч во влажной закрытой каме-
ре в холодильнике при +4 °C.

5. Промывали срезы в трех сменах фосфатно-со-
левого буфера с pH 7,4.

6. Выполняли инкубацию срезов с реактивом 
из набора Novolink Polymer, содержащим вторич-
ные антитела против кролика, конъюгированные с 
пероксидазой хрена, в течение часа во влажной за-
крытой камере при комнатной температуре.

Целью данного исследования было сравнитель-
ное иммуногистохимическое исследование экспрес-
сии общей фракции eNOS и ее фосфорилированных 
форм (ингибирующих фосфорилирование модифи-
каций Ser117, Thr495 и активирующих фосфорили-
рование модификаций Ser632 и Ser1177) в эндоте-
лии аорты и периаортальной жировой ткани гипер-
тензивных крыс НИСАГ и нормотензивных крыс 
Wistar, идентичных по полу, возрасту и массе тела.

Материалы и методы
Для иммуногистохимического анализа нор-

мального и дисфункционального эндотелия ис-
пользованы нисходящие сегменты аорты, извле-
ченные из 12 гипертензивных самцов крыс линии 
НИСАГ (масса тела ~300 г, возраст ~4 мес.), по-
лученных из вивария ИЦиГ СО РАН, и 12 нор-
мотензивных самцов крыс линии Wistar (масса 
тела ~300 г, возраст ~4 мес.), полученных из ви-
вария отдела экспериментальной медицины НИИ 
КПССЗ. Животные были распределены по по-
липропиленовым клеткам (по две крысы в клет-
ке, крысы разных линий содержались отдельно), 
клетки были выстланы деревянной щепой. Живот-
ные имели неограниченный доступ к воде и пище. 
В течение всего времени эксперимента поддер-
живали стандартные условия температурного ре-
жима (24 ± 1°C), относительную влажность (55 ± 
10%) и 12-часовые циклы смены света и темноты. 
Контроль состояния здоровья всех крыс проводи-
ли ежедневно. Показатели систолического артери-
ального давления у крыс линии НИСАГ представ-
лены в таблице. У крыс линии Wistar систоличе-
ское артериальное давление не измеряли.

Исследование выполнено в соответствии с Евро-
пейской конвенцией о защите позвоночных живот-
ных, используемых в экспериментальных и других 
научных целях (Страсбург, 1986). Протокол исследо-
вания одобрен локальным этическим комитетом НИИ 
КПССЗ (протокол заседания ЛЭК № 7 от 16.09.2024). 

Образцы нисходящей аорты крыс обеих линий 
были получены после эвтаназии животных с при-
менением углекислого газа (CO2). Иссеченную 
аорту немедленно замораживали в цилиндриче-
ских формах, заполненных матричной средой для 
криотомии Tissue-Tek (4583, Sakura, Япония), пу-
тем погружения в сосуд Дьюара с жидким азотом. 
До востребования образцы хранили в морозиль-
ной камере при –80 °C. Серийные криосрезы (по 
25 предметных стекол в серии) толщиной 3 мкм, 
равномерно распределенные по всей длине извле-

Показатели систолического артериального давления у крыс линии НИСАГ, измеренные методом хвостовой плетизмографии
Systolic blood pressure values in ISIAH rats assessed using tail-cuff plethysmography

Крысы НИСАГ / ISIAH rats № 1 № 2 № 3 № 4 № 5 № 6 № 7 № 8 № 9 № 10 № 11 № 12
Систолическое артериальное давление 
/ Systolic blood pressure 181 188 203 189 180 204 173 176 173 171 175 179
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висимых групп) и критерия Уилкоксона (для пар-
ных измерений). Значения вероятности отвергнуть 
верную нулевую гипотезу p < 0,05 считали стати-
стически значимыми.

Результаты
При анализе экспрессии общей фракции eNOS 

у гипертензивных крыс НИСАГ в сравнении с нор-
мотензивными крысами Wistar выявлено незначи-
тельное повышение экспрессии данного фермента 
в эндотелии интимы аорты и микрососудов пе-
риаортальной жировой ткани (рис. 1–6), которое 
достигло статистической значимости лишь при 
анализе эндотелия микрососудов периаортальной 
жировой ткани и лишь при использовании антите-
ла PA30312A (Thermo Fisher Scientific (США), p = 
0,0205, рис. 3, 4). Экспрессия eNOS была статисти-
чески значимо выше в эндотелии микрососудов пе-
риаортальной жировой ткани по сравнению с эндо-
телием интимы аорты при окрашивании двумя ан-

7. Промывали срезы в трех сменах фосфатно-со-
левого буфера с pH 7,4.

8. Проводили инкубацию в 0,087% растворе 
3,3'-диаминобензидина из набора в течение 2 мин.

9. Промывали срезы в бидистиллированной воде 
в течение 5 мин.

10. Контрастировали ядра гематоксилином 
Джилла (05-002, ООО «ЭргоПродакшн», Россия) в 
течение 10 мин.

11. Проводили подсинение срезов в проточной 
водопроводной воде в течение 5 мин.

12. Срезы обезвоживали в трех сменах 95% эта-
нола путем многократного погружения.

13. Препараты просветляли в заменителе ксило-
ла на основе лимонена (X0053, Diapath, Италия) в 
течение 3 мин.

14. Срезы заключали под покровное стекло в 
монтирующую среду на основе лимонена (030400, 
Diapath, Италия).

Готовые микропрепараты были оцифрованы с ис-
пользованием сканирующего устройства для пред-
метных стекол Leica Aperio AT2 (Leica Biosystems, 
Германия) при стандартных настройках и увели-
чении ×200. Полученные цифровые изображения 
были сегментированы на отдельные фрагменты (об-
зорный снимок аорты, снимки эндотелия интимы 
аорты на увеличениях ×200 и ×600 и снимки эндо-
телия периаортальной жировой ткани на увеличе-
ниях ×200 и ×600) с использованием программного 
обеспечения SlideViewer (3DHISTECH, Венгрия). 
Для полуколичественного анализа интенсивности 
положительного хромогенного сигнала в эндотелии 
интимы аорты и эндотелии периаортальной жиро-
вой ткани использовали программное обеспечение 
ImageJ (National Institutes of Health, США). Обла-
сти, содержащие эндотелий, размечали вручную; 
далее выполняли бинаризацию с использованием 
плагина Colour Deconvolution, что позволяло выде-
лить соответствующий окрашиванию 3,3'-диамино-
бензидином сигнал. Затем с помощью инструмента 
Threshold вручную устанавливали минимальный 
порог интенсивности хромогенного сигнала. В каче-
стве основного анализируемого параметра исполь-
зовали среднюю интенсивность (mean).

Статистический анализ. Статистическую об-
работку результатов проводили с использованием 
программы GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, 
США). С учетом относительно малого числа на-
блюдений (не превышающего 24) распределение во 
всех случаях было принято отличным от нормаль-
ного, вследствие чего в исследовании были приме-
нены исключительно критерии непараметрической 
статистики. Данные были представлены в виде ме-
дианы, межквартильного интервала (25-го и 75-го 
процентилей), а также минимального и максималь-
ного значений. Сравнение между двумя группами 
проводили по критерию Манна – Уитни (для неза-

Рисунок 1. Иммуногистохимическое окрашивание аор-
ты гипертензивных крыс НИСАГ и нормотензивных крыс 
Wistar для выявления эндотелиальной NO-синтазы (eNOS) в 
эндотелиальных клетках интимы аорты и микрососудов пе-
риаортальной жировой ткани с использованием антитела к 
eNOS (A20985, ABclonal Biotechnology) с дополнительным 
контрастированием ядер гематоксилином Джилла. Репре-
зентативные изображения
Figure 1. Immunohistochemical staining of the aorta of 
hypertensive (ISIAH) and normotensive (Wistar) rats to detect 
total endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in aortic and 
perivascular endothelial cells using the respective antibody 
(A20985, ABclonal Biotechnology). Nuclei are counterstained 
using Gill’s hematoxylin. Representative images
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и микрососудов периаортальной жировой ткани (p 
= 0,0242, см. рис. 7, 8), хотя отдельно в эндотелии 
интимы аорты данное увеличение не достигло ста-
тистической значимости (p = 0,178, см. рис. 7, 8). 
Кроме того, в эндотелии микрососудов периаор-
тальной жировой ткани гипертензивных крыс НИ-
САГ наблюдалось повышение экспрессии фосфо-
рилированной в позиции Thr495 формы eNOS (p = 
0,0145), однако данное наблюдение не было харак-
терным для эндотелия интимы аорты (p = 0,755). 
Эндотелий микрососудов периаортальной жировой 
ткани характеризовался устойчивым повышением 
фосфорилирования eNOS в ингибирующих сайтах 
(Ser117, p = 0,0002, см. рис. 7, 8; Thr495, p = 0,0001, 
рис. 9, 10), в особенности Thr495 (где различие в 
интенсивности окрашивания достигало полутора 
раз, см. рис. 9, 10).

тителами из трех (A20985, ABclonal Biotechnology 
(США), p = 0,0425, рис. 1, 2; PA30312A, Thermo 
Fisher Scientific (США), p = 0,0035, рис. 3, 4), 
при этом при окрашивании третьим антителом 
(SL20608R, Sunlong Biotech, КНР) данная тенден-
ция также наблюдалась, однако статистической 
значимости не достигала (p = 0,111, рис. 5, 6).

Далее определена экспрессия различных фос-
форилированных форм eNOS. При анализе фос-
форилирования eNOS по сайтам, ингибирующим 
активность данного фермента (Ser117 и Thr495), у 
гипертензивных крыс НИСАГ в сравнении с нор-
мотензивными крысами Wistar было выявлено по-
вышение экспрессии фосфорилированной в пози-
ции серин-117 формы eNOS в эндотелии микросо-
судов периаортальной жировой ткани (p = 0,4449, 
рис. 7, 8) и в среднем в эндотелии интимы аорты 

Рисунок 4. Полуколичественный анализ интенсивности хромогенного сигнала при иммуногистохимическом окрашивании эн-
дотелиальных клеток интимы аорты и микрососудов периаортальной жировой ткани гипертензивных крыс НИСАГ и нормо-
тензивных крыс Wistar с использованием антитела к эндотелиальной NO-синтазе (eNOS, PA30312A, Thermo Fisher Scientific). 
Для крайнего правого графика использован критерий Уилкоксона, для остальных графиков – критерий Манна – Уитни. Значе-
ния вероятности отвергнуть верную нулевую гипотезу p указаны над графиками
Figure 4. Semi-quantitative analysis of immunohistochemical signal in aortic and perivascular endothelial cells of hypertensive (ISIAH) 
and normotensive (Wistar) rats. Staining against total eNOS (PA30312A, Thermo Fisher Scientific). Right bar graph: Wilcoxon matched-
pairs signed-rank test; other bar graphs: Mann–Whitney U test. P values are indicated above the bars

Рисунок 2. Полуколичественный анализ интенсивности хромогенного сигнала при иммуногистохимическом окрашивании эн-
дотелиальных клеток интимы аорты и микрососудов периаортальной жировой ткани гипертензивных крыс НИСАГ и нормо-
тензивных крыс Wistar с использованием антитела к эндотелиальной NO-синтазе (eNOS, A20985, ABclonal Biotechnology). Для 
крайнего правого графика использован критерий Уилкоксона, для остальных графиков – критерий Манна – Уитни. Значения 
вероятности отвергнуть верную нулевую гипотезу p указаны над графиками
Figure 2. Semi-quantitative analysis of immunohistochemical signal in aortic and perivascular endothelial cells of hypertensive (ISIAH) 
and normotensive (Wistar) rats. Staining against total eNOS (A20985, ABclonal Biotechnology). Right bar graph: Wilcoxon matched-
pairs signed-rank test; other bar graphs: Mann–Whitney U test. P values are indicated above the bars
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Рисунок 6. Полуколичественный анализ интенсивности хромогенного сигнала при иммуногистохимическом окрашивании 
эндотелиальных клеток интимы аорты и микрососудов периаортальной жировой ткани гипертензивных крыс НИСАГ и нор-
мотензивных крыс Wistar с использованием антитела к эндотелиальной NO-синтазе (eNOS, SL20608R, Sunlong Biotech). Для 
крайнего правого графика использован критерий Уилкоксона, для остальных графиков – критерий Манна – Уитни. Значения 
вероятности отвергнуть верную нулевую гипотезу p указаны над графиками
Figure 6. Semi-quantitative analysis of immunohistochemical signal in aortic and perivascular endothelial cells of hypertensive (ISIAH) 
and normotensive (Wistar) rats. Staining against total eNOS (SL20608R, Sunlong Biotech). Right bar graph: Wilcoxon matched-pairs 
signed-rank test; other bar graphs: Mann–Whitney U test. P values are indicated above the bars

Рисунок 5. Иммуногистохимическое окрашивание аор-
ты гипертензивных крыс НИСАГ и нормотензивных крыс 
Wistar для выявления эндотелиальной NO-синтазы (eNOS) 
в эндотелиальных клетках интимы аорты и микрососудов 
периаортальной жировой ткани с использованием антитела 
к eNOS (SL20608R, Sunlong Biotech) с дополнительным кон-
трастированием ядер гематоксилином Джилла. Репрезента-
тивные изображения
Figure 5. Immunohistochemical staining of the aorta of 
hypertensive (ISIAH) and normotensive (Wistar) rats to detect 
total endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in aortic and 
perivascular endothelial cells using the respective antibody 
(SL20608R, Sunlong Biotech). Nuclei are counterstained using 
Gill’s hematoxylin. Representative images

Рисунок 3. Иммуногистохимическое окрашивание аор-
ты гипертензивных крыс НИСАГ и нормотензивных крыс 
Wistar для выявления эндотелиальной NO-синтазы (eNOS) 
в эндотелиальных клетках интимы аорты и микрососудов 
периаортальной жировой ткани с использованием антитела 
к eNOS (PA30312A, Thermo Fisher Scientific) с дополнитель-
ным контрастированием ядер гематоксилином Джилла. Ре-
презентативные изображения
Figure 3. Immunohistochemical staining of the aorta of 
hypertensive (ISIAH) and normotensive (Wistar) rats to detect 
total endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in aortic and 
perivascular endothelial cells using the respective antibody 
(PA30312A, Thermo Fisher Scientific). Nuclei are counterstained 
using Gill’s hematoxylin. Representative images
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Рисунок 9. Иммуногистохимическое окрашивание аорты ги-
пертензивных крыс НИСАГ и нормотензивных крыс Wistar 
для выявления фосфорилированной формы эндотелиальной 
NO-синтазы (eNOS) в позиции треонин-495 в эндотелиаль-
ных клетках интимы аорты и микрососудов периаортальной 
жировой ткани с использованием соответствующего антите-
ла с дополнительным контрастированием ядер гематоксили-
ном Джилла. Репрезентативные изображения
Figure 9. Immunohistochemical staining of the aorta of 
hypertensive (ISIAH) and normotensive (Wistar) rats to detect 
phosphorylated endothelial nitric oxide synthase (eNOS) at 
Thr495 in aortic and perivascular endothelial cells using the 
respective antibody. Nuclei are counterstained using Gill’s 
hematoxylin. Representative images

Рисунок 8. Полуколичественный анализ интенсивности хромогенного сигнала при иммуногистохимическом окрашивании 
эндотелиальных клеток интимы аорты и микрососудов периаортальной жировой ткани гипертензивных крыс НИСАГ и нор-
мотензивных крыс Wistar с использованием антитела к фосфорилированной форме эндотелиальной NO-синтазы (eNOS) в по-
зиции серин-117. Для крайнего правого графика использован критерий Уилкоксона, для остальных графиков – критерий Манна 
– Уитни. Значения вероятности отвергнуть верную нулевую гипотезу p указаны над графиками
Figure 8. Semi-quantitative analysis of immunohistochemical signal in aortic and perivascular endothelial cells of hypertensive (ISIAH) 
and normotensive (Wistar) rats. Staining against the phosphorylated endothelial nitric oxide synthase (eNOS) at Ser117 position. Right 
bar graph: Wilcoxon matched-pairs signed-rank test; other bar graphs: Mann–Whitney U test. P values are indicated above the bars

Рисунок 7. Иммуногистохимическое окрашивание аорты ги-
пертензивных крыс НИСАГ и нормотензивных крыс Wistar 
для выявления фосфорилированной формы эндотелиальной 
NO-синтазы (eNOS) в позиции серин-117 в эндотелиальных 
клетках интимы аорты и микрососудов периаортальной жи-
ровой ткани с использованием соответствующего антитела с 
дополнительным контрастированием ядер гематоксилином 
Джилла. Репрезентативные изображения
Figure 7. Immunohistochemical staining of the aorta of 
hypertensive (ISIAH) and normotensive (Wistar) rats to detect 
phosphorylated endothelial nitric oxide synthase (eNOS) at 
Ser117 position in aortic and perivascular endothelial cells using 
the respective antibody. Nuclei are counterstained using Gill’s 
hematoxylin. Representative images
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Рисунок 10. Полуколичественный анализ интенсивности хромогенного сигнала при иммуногистохимическом окрашивании 
эндотелиальных клеток интимы аорты и микрососудов периаортальной жировой ткани гипертензивных крыс НИСАГ и нор-
мотензивных крыс Wistar с использованием антитела к фосфорилированной форме эндотелиальной NO-синтазы (eNOS) в по-
зиции треонин-495. Для крайнего правого графика использован критерий Уилкоксона; для остальных графиков – критерий 
Манна–Уитни. Значения вероятности отвергнуть верную нулевую гипотезу p указаны над графиками
Figure 10. Semi-quantitative analysis of immunohistochemical signal in aortic and perivascular endothelial cells of hypertensive (ISIAH) 
and normotensive (Wistar) rats. Staining against the phosphorylated endothelial nitric oxide synthase (eNOS) at Thr495 position. Right 
bar graph: Wilcoxon matched-pairs signed-rank test; other bar graphs: Mann–Whitney U test. P values are indicated above the bars

Рисунок 11. Иммуногистохимическое окрашивание аорты 
гипертензивных крыс НИСАГ и нормотензивных крыс Wistar 
для выявления фосфорилированной формы эндотелиальной 
NO-синтазы (eNOS) в позиции серин-632 в эндотелиальных 
клетках интимы аорты и микрососудов периаортальной жи-
ровой ткани с использованием соответствующего антитела 
с дополнительным контрастированием ядер гематоксилином 
Джилла. Репрезентативные изображения
Figure 11. Immunohistochemical staining of the aorta of 
hypertensive (ISIAH) and normotensive (Wistar) rats to detect 
phosphorylated endothelial nitric oxide synthase (eNOS) at 
Ser632 position in aortic and perivascular endothelial cells using 
the respective antibody. Nuclei are counterstained using Gill’s 
hematoxylin. Representative images

При анализе фосфорилирования eNOS по сай-
там, повышающим активность данного фермента 
(Ser632 и Ser1177), в эндотелии интимы аорты (p = 
0,0045) и эндотелии микрососудов периаортальной 
жировой ткани (p = 0,0145) гипертензивных крыс 
НИСАГ в сравнении с нормотензивными крысами 
Wistar было обнаружено повышение содержания 
eNOS, фосфорилированной в позиции серин-632, 
причем данные различия были справедливы и при 
расчете средних значений по макро- и микрососу-
дистому эндотелию (p = 0,0332, рис. 11, 12). Кроме 
того, в эндотелии интимы аорты гипертензивных 
крыс НИСАГ также выявлено повышение содер-
жания eNOS, фосфорилированной в позиции се-
рин-1177 (p = 0,0387), хотя в эндотелии микрососу-
дов периаортальной жировой ткани подобного не 
наблюдалось (p = 0,319, рис. 13, 14). По аналогии 
с общей фракцией eNOS и ингибирующими фор-
мами eNOS, формы eNOS с активирующим фосфо-
рилированием (Ser632 и Ser1177) были более экс-
прессированы в эндотелии микрососудов периаор-
тальной жировой ткани, чем в эндотелии интимы 
аорты (Ser632, p = 0,0001, см. рис. 11, 12; Ser1177, p 
= 0,0065, см. рис. 13, 14).

По результатам иммуногистохимического окра-
шивания нами проведен сравнительный анализ 
экспрессии фосфорилированных форм eNOS, ха-
рактеризующихся снижением (Ser117 и Thr495) 
или повышением (Ser632 и Ser1177) активности 
данного фермента, у гипертензивных крыс НИСАГ 
и нормотензивных крыс Wistar. Несмотря на то что 
в эндотелии интимы аорты и микрососудов пери-
аортальной жировой ткани крыс Wistar несколь-
ко преобладали ингибирующие активность eNOS 
фосфорилированные формы, данные различия не 
достигали статистической значимости (p = 0,291 
и p = 0,178 соответственно, рис. 15). Соотноше-
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ние интенсивности экспрессии Ser117 и Thr495 к 
экспрессии Ser632 и Ser1177 в эндотелии микросо-
судов периаортальной жировой ткани было прак-
тически идентичным с эндотелием микрососудов 
аорты (p = 0,422, см. рис. 15).

Обсуждение
Полученные результаты свидетельствуют о су-

щественных различиях в профиле фосфорилирова-
ния eNOS у гипертензивных крыс НИСАГ и нормо-
тензивных крыс Wistar, что указывает на изменение 
экспрессии и активности eNOS при артериальной 
гипертензии. В частности, следует отметить повы-
шенное фосфорилирование сайтов, активирующих 
eNOS (Ser632 и Ser1177), в эндотелии интимы аор-
ты и более выраженное фосфорилирование сай-
тов, ингибирующих активность данного фермен-
та (Ser117 и Thr495), в эндотелии микрососудов 
периаортальной жировой ткани (хотя в нем также 
наблюдалось повышение экспрессии фосфорили-
рованной формы Ser632) гипертензивных крыс 
в сравнении с нормотензивными. Кроме того, эн-
дотелий микрососудов периаортальной жировой 
ткани характеризовался повышенным содержани-
ем общей фракции eNOS и всех ее фосфорилиро-
ванных форм (Ser117, Thr495, Ser632, Ser1177) по 
сравнению с эндотелием интимы аорты, что сви-
детельствует о различиях в регуляции eNOS в эн-
дотелии крупных артерий и микроциркуляторного 
русла. Таким образом, различия в экспрессии раз-
личных фосфорилированных форм eNOS в эндо-
телии гипер- и нормотензивных крыс значительно 
более сложные, чем можно было предположить на 
первый взгляд. При наследственной эссенциальной 
артериальной гипертензии у крыс не происходит 
выраженного снижения экспрессии eNOS; вместо 
этого в артериях и сосудах микроциркуляторного 

Рисунок 13. Иммуногистохимическое окрашивание аорты 
гипертензивных крыс НИСАГ и нормотензивных крыс Wistar 
для выявления фосфорилированной формы эндотелиальной 
NO-синтазы (eNOS) в позиции серин-1177 в эндотелиальных 
клетках интимы аорты и микрососудов периаортальной жи-
ровой ткани с использованием соответствующего антитела 
с дополнительным контрастированием ядер гематоксилином 
Джилла. Репрезентативные изображения
Figure 13. Immunohistochemical staining of the aorta of 
hypertensive (ISIAH) and normotensive (Wistar) rats to detect 
phosphorylated endothelial nitric oxide synthase (eNOS) at 
Ser1177 position in aortic and perivascular endothelial cells 
using the respective antibody. Nuclei are counterstained using 
Gill’s hematoxylin. Representative images

Рисунок 12. Полуколичественный анализ интенсивности хромогенного сигнала при иммуногистохимическом окрашивании 
эндотелиальных клеток интимы аорты и микрососудов периаортальной жировой ткани гипертензивных крыс НИСАГ и нормо-
тензивных крыс Wistar с использованием антитела к фосфорилированной форме эндотелиальной NO-синтазы (eNOS) в пози-
ции серин-632. Для крайнего правого графика использован критерий Уилкоксона, для остальных графиков – критерий Манна 
– Уитни. Значения вероятности отвергнуть верную нулевую гипотезу p указаны над графиками
Figure 12. Semi-quantitative analysis of immunohistochemical signal in aortic and perivascular endothelial cells of hypertensive (ISIAH) 
and normotensive (Wistar) rats. Staining against the phosphorylated endothelial nitric oxide synthase (eNOS) at Ser632 position. Right 
bar graph: Wilcoxon matched-pairs signed-rank test; other bar graphs: Mann–Whitney U test. P values are indicated above the bars
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Рисунок 14. Полуколичественный анализ интенсивности хромогенного сигнала при иммуногистохимическом окрашивании 
эндотелиальных клеток интимы аорты и микрососудов периаортальной жировой ткани гипертензивных крыс НИСАГ и нормо-
тензивных крыс Wistar с использованием антитела к фосфорилированной форме эндотелиальной NO-синтазы (eNOS) в пози-
ции серин-1177. Для крайнего правого графика использован критерий Уилкоксона, для остальных графиков – критерий Манна 
– Уитни. Значения вероятности отвергнуть верную нулевую гипотезу p указаны над графиками
Figure 14. Semi-quantitative analysis of immunohistochemical signal in aortic and perivascular endothelial cells of hypertensive (ISIAH) 
and normotensive (Wistar) rats. Staining against the phosphorylated endothelial nitric oxide synthase (eNOS) at Ser1177 position. Right 
bar graph: Wilcoxon matched-pairs signed-rank test; other bar graphs: Mann–Whitney U test. P values are indicated above the bars

в относительно небольшом количестве [26], повы-
шается при определяемой у крыс линии SHR арте-
риальной гипертензии в сравнении с нормотензив-
ными крысами WKY [27] и у крыс с эксперимен-
тально индуцированным сахарным диабетом [28]. 
Кроме того, гладкие миоциты сосудов выделяют 
nNOS, экспрессия которой в пупочной вене ха-
рактеризуется существенным снижением при пре-
эклампсии [29] и также уменьшается в артериях 
гипертензивных крыс SHR при воздействии анги-
отензина II в сравнении с нормотензивными кры-
сами WKY [30]. Вполне вероятно, что синтез NO в 
сосудистой стенке при артериальной гипертензии 
регулируется всеми тремя формами NO-синтазы 
(eNOS в ЭК и iNOS c nNOS в гладких миоцитах), 
что в сочетании с дополнительной посттрансляци-
онной регуляцией обусловливает отсутствие не-
контролируемых изменений экспрессии любой из 
указанных форм. Помимо вышеуказанного следу-
ет отметить сочетанную регуляцию артериально-
го давления посредством воздействия целого ряда 
вазоконстрикторов (эндотелин 1, ангиотензин II, 
тромбоксан А2) и вазодилататоров (эндотелиаль-
ный гиперполяризирующий фактор, брадикинин, 
простациклин, простагландин H2) [31], а также 
воздействие симпатической и парасимпатической 
нервной системы и соответствующих нейромедиа-
торов (адреналина/норадреналина [32] и ацетилхо-
лина) [33], которые еще более усложняют регуля-
цию экспрессии eNOS. Вероятнее всего, особенно 
сложными связи между компонентами данной си-
стемы становятся при артериальной гипертензии, 
когда организму приходится модифицировать ин-
тенсивность синтеза различных компонентов для 
поддержания способности сосудов реагировать на 
циклические изменения артериального давления и 
на увеличение их амплитуды. Тем не менее повы-

русла изменяется интенсивность фосфорилиро-
вания данного фермента в различных сайтах, что 
позволяет регулировать его активность посттранс-
ляционно, без прямого воздействия на экспрессию 
гена. Вероятнее всего, система контроля синтеза 
такого мощного вазодилататора, как NO, являет-
ся многопараметрической, что исключает резкие 
изменения экспрессии общей фракции eNOS и ее 
фосфорилированных форм даже при патологиче-
ском повышении артериального давления (к при-
меру, у гипертензивных крыс). С учетом хрониче-
ского течения артериальной гипертензии (и необхо-
димости регуляции систолического артериального 
давления на приемлемом для организма уровне) 
такой сценарий представляется весьма вероятным 
и объясняющим относительно ограниченные раз-
личия в экспрессии и фосфорилировании eNOS 
у гипер- и нормотензивных крыс. В то же время 
стабильно повышенная интенсивность иммуноги-
стохимического окрашивания антителами к eNOS 
и его фосфорилированным формам в микрососу-
дистом русле гипер- и нормотензивных крыс по-
зволяет предположить большую значимость этого 
параметра для регуляции кровяного давления в ми-
крососудистом русле в сравнении с артериальным.

В силу сложноорганизованного баланса между 
экспрессией и активностью различных вазокон-
стрикторов и вазодилататоров изменения экспрес-
сии и фосфорилирования eNOS могут носить как 
патогенетический, так и компенсаторный характер. 
Помимо дисфункции эндотелия в патогенез арте-
риальной гипертензии вносит существенный вклад 
дисфункция гладких миоцитов сосудистой стенки, 
которые продуцируют другие формы NO-синтазы 
(индуцибельную NO-синтазу iNOS и нейрональ-
ную NO-синтазу nNOS) [26–30]. Экспрессия iNOS, 
в норме наблюдаемая в гладких миоцитах артерий 
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рен вывод о том, что функционирование ЭК in vitro 
существенно не зависит от экспрессии eNOS или ее 
фосфорилирования в различных сайтах (в первую 
очередь в силу отсутствия развития вазодилатации 
как таковой). Безусловно, при воздействии пульси-
рующего потока in vivo экспрессия eNOS и генера-
ция NO имеют существенно большую значимость, 
поскольку эффективность эндотелий-зависимой 
вазодилатации напрямую определяет степень суже-
ния сосудистого просвета, которая влияет на био-
механические параметры потока крови (которые, в 
свою очередь, напрямую влияют на активацию тех 
или иных сигнальных путей через различные ме-
ханосенсоры и механотрансдукцию). Тем не менее 
само наличие механизмов эндотелий-зависимой ва-
зодилатации, в первую очередь определяемой воз-
действием потока, [34] и эндотелий-независимой 
вазодилатации [35], зависящей именно от вазоре-
активности гладких миоцитов сосудов, в сочетании 

шение экспрессии форм eNOS с ингибирующим 
фосфорилированием (Ser117 и Thr495) в сосудах 
микроциркуляторного русла гипертензивных крыс 
может свидетельствовать о важности данной био-
химической модификации для развития вазоспа-
стической дисфункции эндотелия, характерной 
для артериальной гипертензии.

Говоря о роли eNOS в развитии вазоспастиче-
ской дисфункции, следует отметить чрезвычайно 
низкую экспрессию гена NOS3 in vitro независимо 
от используемых праймеров (которые могут тарге-
тировать как одну, так и несколько изоформ eNOS) 
при активной пролиферации и физиологическом 
функционировании ЭК, необходимость малого 
разведения антител к eNOS и ее фосфорилирован-
ным формам при иммуноблоттинге (1:200), а так-
же отсутствие значительного количества нитратов 
и нитритов в культуральной среде от ЭК после ее 
депротеинизации. Таким образом, вполне правоме-

Рисунок 15. Полуколичественный анализ отношения экспрессии фосфорилированных форм eNOS со сниженной активно-
стью (Ser117 и Thr495) к таковым с повышенной активностью (Ser632 и Ser1177). Для правого нижнего графика использован 
критерий Уилкоксона, для остальных графиков – критерий Манна – Уитни. Значения вероятности отвергнуть верную нулевую 
гипотезу p указаны над графиками
Figure 15. Semi-quantitative analysis ratio of phosphorylated eNOS (inhibiting forms Ser117 and Thr495 and activating forms Ser632 
and Ser1177). Right lower bar graph: Wilcoxon matched-pairs signed-rank test; other bar graphs: Mann–Whitney U test. P values are 
indicated above the bars
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со множественностью ранее упомянутых вазокон-
стрикторов и вазодилататоров определяет способ-
ность к компенсации недостаточной экспрессии 
гена NOS3 или к преобладанию ингибирующего 
фосфорилирования NOS3 над активирующим. По-
следующие исследования могут быть направлены 
на изучение экспрессии патогенетически значимых 
для артериальной гипертензии молекул в гладких 
миоцитах артерий гипер- и нормотензивных крыс, 
а также на исследование других потенциальных 
маркеров вазоспастической дисфункции эндотелия 
(к примеру, атеропротективных транскрипционных 
механочувствительных факторов, различных изо-
форм NADPH-оксидазы, ксантиноксидазы, марке-
ров окислительного стресса).

Заключение
Гипертензивные крысы НИСАГ, в сравнении с 

нормотензивными крысами Wistar, характеризова-
лись повышением экспрессии различных фосфори-
лированных форм eNOS в эндотелии интимы аорты 
(где преобладают формы, повышающие активность 
eNOS – Ser632 и Ser1177) и эндотелии микрососу-
дов периаортальной жировой ткани (где преоблада-
ют формы, снижающие активность eNOS – Ser117 
и Thr495). В сравнении с эндотелием интимы аорты 
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