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Резюме
цель исследования — показать, что ингибитор Na/K-АТФазы маринобуфагенин (МБГ) играет ве-

дущую роль в патогенезе преэклампсии (ПЭ), являясь индуктором фиброза, вызывая угнетение Fli-1 
и активацию синтеза коллагена-1. В настоящей работе показано, что развитие событий у больных ПЭ 
и у крыс с экспериментальной ПЭ происходит по идентичному сценарию. Материалы и методы. Выска-
зано предположение, что при ПЭ повышенный уровень МБГ лежит в основе фиброза артерий пуповины 
человека и грудной аорты крыс. Обследованы 12 пациенток с ПЭ (среднее артериальное давление (АД) 
118 ± 4 мм рт. ст.; средний возраст 28 ± 2 лет; срок гестации 36 ± 1 недель) и 12 нормотензивных бере-
менных (среднее АД 92 ± 2 мм рт. ст., средний возраст 26 ± 1 год, срок гестации 37 ± 1 недель). Кроме 
того, в исследование были включены 16 беременных крыс линии Sprague–Dawley, из которых 8 получа-
ли 1,8 % NaСl для развития у них ПЭ. Результаты. ПЭ у людей и у крыс сопровождалась повышением 
содержания МБГ в плазме крови, пятикратным снижением экспрессии Fli-1 и 4-кратным повышением 
синтеза коллагена-1 в артериях по сравнению с контрольными группами (p < 0,01). Изолированные коль-
ца артерий пуповины, полученные от больных ПЭ, менее чувствительны к расслабляющему действию 
нитропруссида натрия (EC50 = 141 нмоль/л), чем артерии, полученные от нормотензивных обследуемых 
(EC50 = 0,9 нмоль/л; р < 0,001). Подобные результаты были получены при изучении грудных аорт крыс 
с экспериментальной ПЭ. Заключение. Таким образом, система МБГ-Na/K-АТФаза-Fli-1-Col1 оказы-
вается вовлеченной в патогенез ПЭ по результатам как клинических, так и экспериментальных иссле-
дований.
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Введение
Преэклампсия (ПЭ) представляет собой однo 

из самых серьезных осложнений беременности. 
Механизмы ее патогенеза не очень хорошо понят-

Abstract
background. Previous studies implicated cardiotonic steroids, including Na/K-ATPase inhibitor 

marinobufagenin (MBG), in the pathogenesis of preeclampsia (PE). Recently, we demonstrated that MBG induces 
fibrosis in cardiovascular tissues via mechanism involving inhibition of Fli1, a nuclear transcription factor and 
a negative regulator of collagen-1 synthesis. objective. We hypothesized that in human and rat PE, elevated 
MBG level is associated with development of fibrosis of umbilical arteries and rat thoracic aortae. design and 
methods. Twelve patients with PE (mean blood pressure (BP) 118 ± 4 mmHg; mean age 28 ± 2 years; mean 
gestation age 36 ± 1 weeks) and 12 gestational age-matched normal pregnant subjects (mean BP 92 ± 2 mmHg; 
mean age 26 ± 1 years; mean gestation age 37 ± 1 weeks) were enrolled in the clinical study. We tested 16 pregnant 
Sprague-Dawley rats. Hypertension was provoked in 8 rats by 1,8 % Na supplementation. Results. PE in humans 
and rats was associated with the higher plasma MBG level and was associated with five-fold decrease in Fli-1 
level and four-fold increase in collagen-1 level in the PE umbilical arteries vs. those from the normal subjects 
(p < 0,01). Isolated rings of umbilical arteries from the subjects with PE exhibited impaired response to the relaxant 
effect of sodium nitroprusside vs. control vessels (EC50 = 141 nmol/L vs. EC50 = 0,9 nmol/L; p < 0,001). Similar 
results were obtained for thoracic aorta of rats with experimental PE. conclusions. These results demonstrate 
that elevated MBG level is implicated in the development of fibrosis umbilical arteries in PE.
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ны, и эффективного лечения ПЭ не существует [1]. 
Грейвс и соавторы (1987) были первыми, кто пока-
зал повышение уровня кардиотонических стероидов 
(КС) во время беременности и выдвинул гипотезу 
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о том, что КС вовлечены в патогенез ПЭ [2]. Ма-
ринобуфагенин (МБГ), стероид буфадиенолидной 
природы, является ингибитором Na/K-АТФазы, 
имеющим высокое сродство к альфа-1 изоформе 
фермента, основной изоформе в сосудистой стенке 
и в почке [3, 4]. Беременность связана с задержкой 
жидкости и натрия, что является стимулом для МБГ 
[5]. Однако во время нормальной беременности уро-
вень МБГ недостаточно высок для того, чтобы вы-
звать вазоспазм [6]. У пациентов с ПЭ повышение 
артериального кровяного давления сопровождается 
существенным увеличением уровня МБГ в плазме 
крови и значительным угнетением Na/K-АТФазы 
в эритроцитах [7, 8]. В экспериментальной модели 
у крыс линии Sprague–Dawley беременность связана 
с развитием солечувствительности. У беременных 
крыс на фоне высокого потребления соли регистри-
руются более высокое артериальное давление (АД) 
по сравнению с интактными животными, повыше-
ние МБГ в плазме крови, а также снижение массы 
плацент и количества плодов [8]. Введение живот-
ным с ПЭ антител к МБГ вызывало понижение АД 
одновременно с увеличением активности натрие-
вого насоса в сосудистой стенке [8].

Позже было показано, что, помимо своего дей-
ствия на сосудистый тонус, МБГ также вовлечен 
в патогенез сосудистого фиброза [9]. МБГ вызвал 
подавление Fli-1, ядерного транскрипционного 
фактора и отрицательного регулятора гена СOL-1, 
что приводило к активации синтеза проколлагена 
и коллагена-1 [9, 10]. Однако оставалось неизвест-
ным, существует ли подобный механизм у крыс 
с экспериментально вызванной ПЭ.

Материалы и методы
Пациенты
Протокол исследования был одобрен этиче-

ским комитетом ФГБУ «ФЦСКЭ им. В. А. Алмазо-
ва» Минздрава России (в настоящее время ФГБУ 
«Национальный медицинский исследовательский 
центр им. В. А. Алмазова» Минздрава России, 
Санкт-Петербург, Россия), а также наблюдатель-
ным советом института Medstar (Вашингтон, округ 
Колумбия) (Маринобуфагенин и DIGIBIND в пре-
эклампсии № 2006–222, 8.11.2012). В исследование 
были включены 12 пациенток с ПЭ после получе-
ния информированного согласия. Диагноз ПЭ был 
основан на критериях Американского колледжа 
акушерства и гинекологии [11]. Это определение 
включает систолическое АД не менее 140 мм рт. 
ст. или диастолическое АД не менее 90 мм рт. ст., 
а также протеинурию (экскреция белка в моче более 
0,3 г / 24 ч или концентрация белка в моче более 1 г/л 
по крайней мере в двух образцах мочи, собранных 

в течение 6 часов или более друг от друга после 
20-й недели беременности). Критериями исключе-
ния были: клиническая потребность в препаратах 
наперстянки, анамнез гипертонической болезни 
и хронические сердечно-сосудистые, почечные, пе-
ченочные или эндокринные расстройства, терапия 
MgSO4. Кроме того, в исследование были включены 
12 беременных с неосложненной беременностью, 
которые соответствовали пациенткам с ПЭ по воз-
расту и гестационному периоду. После родов со-
бирались пуповины пациенток, которые сразу же 
доставлялись в лабораторию или замораживались 
для дальнейших исследований.

Животные
Крысы SPF статуса линии Sprague Dawley были 

получены из питомника лабораторных животных 
«Пущино» (Пущино, Московская область, Россия). 
Исследование проведено на 16 самках крыс. В воз-
расте 10 недель (по мере наступления беременно-
сти) животных разделяли на следующие подгруппы 
по 8 особей в каждой: беременные крысы; беремен-
ные крысы, принимающие дополнительно 1,8 % 
NaCl вместо питьевой воды. Всех животных содер-
жали при контролируемом освещении с длительно-
стью светового периода 12 часов (с 6:00 до 18:00) 
и температуре 22 °C, кормили обычной едой аd 
libitum. В течение всего эксперимента крысы по-
лучали чистую воду, однако дополнительно опреде-
ленным группам животных в течение 7 дней (cо 2-го 
по 19-й день гестации) вода была заменена на 1,8 % 
раствор NaCl аd libitum. Систолическое АД измеря-
ли косвенным методом путем наложения хвостовой 
манжеты неанестезированным крысам. Затем бере-
менных крыс на 20-е сутки гестации вводили в нар-
коз изофлураном (Форан, Abbott, Великобритания), 
после чего брали кровь для определения уровня 
MБГ [7]. Выделяли плаценты и плоды, измеряли 
их массу и размеры. Для работы образцы грудных 
аорт крыс использовали сразу же в лаборатории или 
замораживали для дальнейших исследований. В от-
дельной серии экспериментов исследовали влияние 
100 нмол/л МБГ на вызванную нитропруссидом на-
трия релаксацию сосудов.

Определение МБГ
Анализ МБГ (MBG) основан на конкуренции 

между иммобилизованным антигеном (MBG-
гликозид-тиреоглобулин) и MBG, другими пере-
крестными реагентами в образце за ограниченное 
число сайтов связывания на mAb против MBG. Вто-
ричные антитела (козьи против мыши), мечен-
ные нерадиоактивным европием, были получены 
от PerkinElmer (Waltham, MA, США). Чувствитель-
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ность этого MБГ DELFIA составляет 0,05 нмоль/л, 
а перекрестная реактивность 4G4 mAb, используе-
мая в этом анализе с другими стероидами, составляет 
(%): MBG-100; marinobufotoxin-43; cinobufotalin-40; 
telocinobufagin-14; resibufagenin-0,5; bufalin-0,08; 
cinobufagin-0,07; дигоксин-0,03; оуабаин-0,005; 
дигоксигенин-0,004; просцилларидин А, дигиток-
син, альдостерон, прогестерон, преднизон, корти-
костерон и тиреоглобулин < 0,001.

Артерии пуповины и аорта крыс
Свежевыделенные артерии пуповины или 

грудные аорты крыс использовали для определе-
ния способности сосудов к расслаблению. Кольца 
артерий пуповины (2,5–3,0 мм в диаметре) подве-
шивали под нагрузкой (3 г) в термостатируемые 
(37 ºС) камеры объемом 15 мл (Ugo Basile, Италия), 
содержащие модифицированный раствор Кребса 
(ммоль/л): 130 NaCl, 4,0 KCl, 1,8 CaCl2, 1,0 MgCl2, 
0,4 NaH2PO4, 19 NaHCO3, 5,4 глюкозы, через кото-
рый пропускали смесь 95 % кислорода и 5 % СО2. 
Сокращения колец сосудов регистрировали в изо-
метрическом режиме, используя оригинальный 
датчик. Через 90 минут после помещения колец 
сосудов в камеру сокращения вызывали 80 ммоль/л 
KCl. После отмывания и полного расслабления 
колец кумулятивно вводили возрастающие кон-
центрации эндотелина-1. В параллельном экспе-
рименте сокращения колец артерий пуповины вы-
зывали 10 нмоль/л эндотелина-1 и на фоне плато 
сократительного ответа кумулятивно вводили воз-
растающие концентрации нитропруссида натрия. 
По такому же протоколу ставили эксперименты 
с изолированными кольцами аорты крысы, только 
релаксацию сосудов оценивали в отсутствии и при-
сутствии 100 нмоль МБГ. Сила сокращения колец 
сосудов выражалась в процентах максимального 
сократительного ответа на 80 % KCl. Процент рас-
слабления рассчитывали относительно плато со-
кратительного ответа на эндотелин-1.

Вестерн-блоттинг
В плацентарных мембранах и мембранах из пу-

почных артерий определяли количество Fli-1 (кро-
личьего поликлонального антитела, Santa-Cruz 
Biotechnologies, 1:500) и коллагена-1 (козьего по-
ликлонального антитела, Southern Biotechnology, 
Бирмингем, Алабама, США, 1:200). Солюбилизи-
рованные белки разделяли электрофорезом в 7,5 % 
или 10 % трис-глицин-полиакриламидном геле, 
переносили на нитроцеллюлозную мембрану и по-
следовательно инкубировали с вышеуказанными 
специфическими антителами и с пероксидаза-
конъюгированной антикроличьей антисыворот-
кой (GE Health Care / Life Sciences, США, 1:1000) 
или антикозьей антисывороткой (Santa Cruz 
Biotechnology Inc., 1:2000). Полосы визуализиро-
вали в течение 1–15 минут воздействия нитроцел-
люлозной мембраны на пленку SAR5 Kodak. Для 
нормализации уровней Fli-1 и коллагена-1 по от-
ношению к уровню глицеральдегид-3-фосфатдеги-
дрогеназы (GAPDH) мембраны были повторно об-
работаны мышиным моноклональным антителом 
против GAPDH (Santa-Cruz, 1:2000) и антимыши-
ной пероксидаза-конъюгированной антисывороткой 
(GE Health Care / Life Sciences, США, 1:2000).

Статистический анализ
Результаты представлены как среднее ± SEM. 

Данные анализировались с использованием одно-
стороннего анализа дисперсии (ANOVA) (межгруп-
повой анализ) или путем повторных измерений 
ANOVA (внутригрупповой анализ), а затем теста 
Newman–Keuls и двухстороннего t-теста, когда это 
применимо (Graph Pad Prism Software, Сан Диего, 
Калифорния, США). Двустороннее значение p ме-
нее 0,05 считалось статистически значимым.

Результаты
В исследование было включено 12 пациентов 

с ПЭ (средний возраст 28 ± 2 года, гестацион-

Таблица
хАРАКТЕРИСТИКА УЧАСТНИКОВ ИССЛЕДОВАНИя

Показатель Группа контроля
(n = 12)

Пациенты с ПЭ
(n = 12)

Возраст, годы 26 ± 1 28 ± 2
Гестационный возраст, недели 37 ± 1 36 ± 1
Систолическое АД, мм рт. ст. 112 ± 3 157 ± 5 *
Диастолическое АД, мм рт. ст. 72 ± 2 94 ± 2 *
Экскреция белка, г/24 ч 0 2,12 ± 0,46 *
МБГ в плазме крови, нмоль/л 0,47 ± 0,10 1,6 ±0,5 *

Примечание: ПЭ — преэклампсия; АД — артериальное давление; МГБ — маринобуфагенин; M ± м, p < 0,01, критерий 
Cтьюдента.
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Рисунок 2. Вестерн-блоты Fli-1 (A) и коллагена-1 (Б) в артериях пуповины,  
полученных от нормотензивных беременных (Н, серые столбцы)  

и пациенток с преэклампсией (черные столбцы). 
 (В) Релаксирующее влияние нитропруссида натрия на изолированные  

кольца артерий пуповины, полученных от обследованных  
с нормально протекающей беременностью (контроль) и от пациенток с преэклампсией

Рисунок 1. Протеинурия (А), систолическое (Б) и диастолическое (В) артериальное давление 
и концентрация маринобуфагенина в плазме крови у нормотензивных беременных (Н) (n = 12) 

и у пациенток с преэклампсией (n = 12)

Примечание: АД — артериальное давление; МБГ — маринобуфагенин; Н — норма (контрольная группа); ПЭ — преэкламп-
сия; М ± SEM, * — p < 0,01 по сравнению с преэклампсией, t-тест.

Примечание: ПЭ — преэклампсия; Н — норма (контрольная группа); сверху вниз: репрезентативные вестерн-блоты, нор-
мализованные по уровню GAPDH, М ± SEM из 4 денситометрических измерений. t-тест: * — p < 0,01 по сравнению с нормо-
тензивными беременными. Преэклампсия по сравнению с контролем — p < 0,01 (ANOVA и тест Ньюмена–Кульса).

ный возраст 36 ± 1 неделя) и 12 нормотензивных 
беременных (средний возраст 26 ± 1 год, геста-
ционный возраст 37 ± 1 неделя) (табл.). Уровни 
как систолического, так и диастолического АД 
у пациенток с ПЭ были повышены по сравнению 
с контрольной группой, что сопровождалось уве-
личением уровня МБГ в плазме крови на фоне 
выраженной протеинурии (рис. 1). Как показано 
на рисунке 2, развитие ПЭ сопровождалось сни-
жением уровня Fli1 в артериях пуповины, а коли-
чество коллагена-1 в артериях пуповины у паци-

енток с ПЭ было в 4 раза выше, чем в контрольной 
группе. Данные о релаксации артерий пуповины 
после сокращений, вызванных эндотелином-1, 
представлены на рисунке 2 В: развитие ПЭ со-
провождалось существенным снижением чув-
ствительности сосуда к релаксирующему эффекту 
нитропруссида натрия по сравнению с артериями 
здоровых беременных.

На рисунке 3 представлены данные, полученные 
на модели ПЭ у крыс. Добавление NaCl в рацион 
беременных крыс сопровождалось увеличением 
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экскреции MБГ, повышением систолического АД 
и снижением массы тела плодов и массы плацент 
по сравнению с таковыми у интактных беременных 
крыс, не получавших NaCl. В отдельной серии экс-
периментов была сделана попытка моделировать 
эффекты, подобные тем, которые приводят к раз-
витию экспериментальной ПЭ после солевой на-
грузки, путем обработки аорт крыс МБГ (чтобы 
подтвердить участие МБГ в развитии ПЭ). Добав-

ление МБГ (100 нмоль) сопровождалось снижением 
уровня Fli-1 в грудной аорте, в то время как уровень 
коллагена-1 в аорте крыс с ПЭ был существенно 
выше, чем в контроле (рис. 4 А и Б). Данные о ре-
лаксации аорты, инкубированной в присутствии 
МБГ, после сокращений, вызванных эндотелином-1, 
представлены на рисунке 4 В. МБГ вызывал суще-
ственное снижение чувствительности аорты к ре-
лаксирующему эффекту нитропруссида натрия 

Примечание: Н — норма; ПЭ — преэклампсия; АД — артериальное давление; МГБ — маринобуфагенин; М ± SEM,  
* — p < 0,01 по сравнению с преэклампсией, t-тест.

Рисунок 3. Систолическое артериальное давление (А), концентрация маринобуфагенина 
в плазме крови (Б), количество плодов (В) и масса плацент (Г) у нормотензивных беременных крыс 

(Н, n = 8) и у животных с преэклампсией (n = 8)

Примечание: Н — норма; ПЭ — преэклампсия; АД — артериальное давление; МГБ — маринобуфагенин; сверху вниз: 
репрезентативные вестерн-блоты, нормализованные по уровню GAPDH, М ± SEM из 4 денситометрических измерений. t-тест: 
* — p < 0,01 по сравнению с нормотензивными крысами. Маринобуфагенин (МБГ) по сравнению с контролем — p < 0,01 
(ANOVA и тест Ньюмена–Кульса).

Рисунок 4. Вестерн-блоты Fli-1 (A) и коллагена-1 (Б) в аортах, полученных от нормотензивных 
крыс (Н, серые столбцы) и животных с преэклампсией (черные столбцы)

(В) Релаксирующий эффект нитропруссида натрия на изолированных кольцах аорт, полученных 
от нормотензивных крыс (контроль) и инкубированных с маринобуфагенином
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у крыс с ПЭ по сравнению со здоровыми контроль-
ными животными.

Обсуждение
Полученные результаты свидетельствуют 

о том, что ПЭ проявляет себя не только как гипер-
тензивный синдром, и что классический «ионный 
механизм» действия КС не полностью описывает 
патогенез ПЭ [13]. Недавнее обнаружение сигналь-
ных функций натриевого насоса добавило новое 
измерение в исследования КС и фиброза, то есть 
продемонстрировало значимость «сигнального 
механизма» Na/K-АТФазы [13]. ПЭ представляет 
собой тяжелое осложнение беременности, харак-
теризующееся стабильной гипертензией, протеин-
урией и начальными симптомами отека головно-
го мозга. Механизм возникновения ПЭ включает 
ремоделирование спиральных маточных артерий 
по пути фиброза и высвобождение малоизвест-
ных факторов, вызывающих генерализованную 
дисфункцию эндотелия, что приводит к спазму 
сосудов, нарушению тканевой перфузии и свер-
тываемости крови [1]. Одной из принципиально 
новых возможностей фармакологической тера-
пии и профилактики сосудистого фиброза может 
являться антагонизм действию эндогенных КС. 
КС представляют собой группу веществ, сходных 
с препаратами дигиталиса и являющихся эндоген-
ными регуляторами активности Na/K-АТФазы — 
ключевого мембранного фермента, «ответственно-
го» за активный транспорт натрия и калия, а так-
же являющегося генератором внутриклеточной 
сигнализации [4]. Физиологической функцией КС 
является регуляция выделения натрия посредством 
угнетения Na/K-АТФазы в эпителиальных клетках 
почечных канальцев. В условиях патологии, осо-
бенно у больных с солечувствительной артериаль-
ной гипертензией, у которых натрийуретическая 
функция почек снижена, повышенная продукция 
КС происходит с адаптивной целью — стимули-
ровать натрийурез [14]. Однако, как часто проис-
ходит в условиях патологии, «побочный эффект» 
этой адаптивной реакции вызывает серьезные по-
следствия — КС угнетают Na/K-АТФазу в гладко-
мышечных клетках сосудов, что приводит к сти-
муляции натрий-кальциевого обмена и усугубляет 
вазоконстрикцию [4]. Мы показали, что основным 
КС, опосредующим регуляцию натрийуреза и ва-
зоконстрикцию, является МБГ [4]. МБГ является 
медиатором соль-зависимой экспериментальной 
гипертензии, маркером соль-чувствительности 
АД, а также активным вазоконстриктором [10]. 
Содержание МБГ в плазме крови возрастает у па-
циентов с солечувствительной гипертензией [15], 

ПЭ [7, 8], а также у пациентов с хронической по-
чечной недостаточностью [16]. Примечательно, 
что общим звеном в патогенезе этих трех заболе-
ваний является снижение эластичности сосудов. 
Исследования последних лет показали, что по-
мимо прямого прессорного действия на сосуды 
КС путем взаимодействия с Na/K-AТФазой ин-
дуцируют внутриклеточную сигнализацию, сти-
мулирующую окислительный стресс и индуци-
рующую деактивацию гена Fli-1 путем активации 
протеинкиназы-С-дельта [17, 18]. Fli-1 является 
ядерным фактором транскрипции, негативно ре-
гулирующим экспрессию промоутера гена про-
коллагена. Супрессия Fli-1 приводит к стимуляции 
синтеза коллагена, что является ключевым фак-
тором в развитии сердечно-сосудистого фиброза. 
Недавно M. Strauss и соавторы (2018) показали, 
что АД коррелирует с уровнем МБГ у молодых 
африканцев [19]. К такому же выводу o связи МБГ 
c АД приходит и V. M. Buckalew (2018) [20]. В на-
стоящей работе показано, что развитие событий 
у больных ПЭ и у крыс с экспериментальной ПЭ 
происходит по идентичному сценарию, и МБГ 
напрямую связан с АД. Таким образом, система 
МБГ-Na/K-АТФаза-Fli-1-Col1 оказывается во-
влеченной в патогенез ПЭ в клинике и экспери-
менте и сопровождает развитие артериальной 
гипертензии.
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