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ЗАДЕРЖКА РАННЕГО ЭМБРИОНАЛЬНОГО 
РАЗВИТИЯ ПЕЧЕНИ ПРИВОДИТ К  
НАРУШЕНИЮ ОБРАЗОВАНИЯ ЭПИКАРДА 
И ЕГО ЭПИТЕЛИО-МЕЗЕНХИМНОЙ 
ТРАНСФОРМАЦИИ, НО НЕ ВЛИЯЕТ НА 
ФОРМИРОВАНИЕ КОРОНАРНОГО  
ЭНДОТЕЛИЯ 
 
 
Исследование выполнено в рамках научно-исследовательской работы „Анализ нормаль-
ного и аномального гистогенеза тканевых компонентов сердечно-сосудистой системы 
человека и экспериментальных животных” (номер государственной регистрации 
0105U007837). 
 
Резюме. Несмотря на интенсивное исследование эмбрионального развития сердца, про-
исхождение коронарного эндотелия до сих пор остается не выясненным. Существование 
тесной взаимосвязи между проэпикардом, зачатком печени, венозным синусом и ранними 
коронарными сосудами является очевидным, но природа их взаимодействия, также как и 
источник коронарного эндотелия не известны. Следовательно, целью нашего исследова-
ния было определить последствия задержки развития зачатка печени на формирование 
коронарных сосудов. Для угнетения развития печени проводилось введение аминогуани-
дин сульфата в желточный мешок куриных эмбрионов на 14 стадии по НН (первая груп-
па) – для предупреждения контакта проэпикарда с зачатком печени; на 16 стадии по НН 
(вторая группа) – для допущения контакта между проэпикардом и печенью в течение 
короткого времени. В результате, в первой группе наблюдалось нарушение формирова-
ния эпикарда и ранняя смертность (в течение первых трех суток инкубации). У эмбрионов 
отмечалось утончение миокарда и атрио-вентрикулярных подушек, нарушение петлеоб-
разования - вероятно из-за отсутствия эпикарда. Смерть была обусловлена сердечно-
сосудистой недостаточностью. Во второй группе формирование эпикарда начиналось, но 
дефекты развития сердца были такими же, как и в первой группе – вероятно из-за отсут-
ствия клеток-дериватов эпикарда. У эмбрионов этой группы, которые выжили до 26 ста-
дии по НН (4,5 суток инкубации), несмотря на отсутствие клеток в субэпикардиальном 
пространстве и практически полное отсутствие печени, наблюдалось образование коро-
нарных сосудов. Они были сосредоточены на дорсальной поверхности атрио-вентрику-
лярного канала и представляли собой продолжение эндотелия венозного сиунуса. 
Морфологія. – 2010. – Т. ІV, № 3. – С. 32-38. 
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Pototskaya O.Yu., Tverdokhleb I.V. Delay in liver bud development during early embryogenesis leads to violation of 
epicardium formation and its epithelial-to-mesenchymal transformation, but do not affect coronary endothelium for-
mation. 
Summary. Despite intensive investigation of heart embryogenesis the origin of coronary endothelium is still under debate. 
Existence of close interrelation between proepicardium, liver bud, sinus venosus and early coronary vessels is obvious, but 
the nature of this interconnection is unclear as well as exact source of endothelial cells. Thus, the purpose of our research was 
to investigate the effect of inhibition of liver bud development on formation of coronary vessels. To inhibit the liver bud we 
injected aminoguanidine sulfate into the yolk sack of chick embryos on 14 stage of development by HH (first group) - to 
prevent contact between proepicardium and liver, and on 16 stage (second group) to allow contact between proepicardium 
and liver during a short period of time. In the first group it was observed the violation of epicardium formation and early 
death during first 3 days of incubation. At embryos it was revealed thinning of myocardium and atrio-ventricular cushions, 
abnormal looping – presumably due to the absence of epicardium. The death was caused by heart insufficiency. In the second 
group it was observed the beginning of epicardium formation, but the heart defects were the same as in the first group – pre-
sumably due to the absence of epicardium-derived cells. At embryos of this group, who survived till 26 stage of development 
(4.5 day of incubation), despite absence of cellular component in subepicardial space and almost completely absence of liver, 
we observed formation of coronary vessels. They were concentrated on the dorsal surface of atrio-vetricular channel and 
were presented by continuation of endothelium of the sinus venosus.  
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Введение 
Процесс развития сердца является одним из 

наиболее сложных событий эмбриогенеза, чем и 
объясняется большое количество врожденных 
аномалий именно этого органа. Несмотря на ин-
тенсивное накопление знаний в этой области, 
многие вопросы все еще остаются открытыми. К 
таковым по-прежнему относится происхождение 
коронарного эндотелия. 

Ряд доказательств свидетельствует о проис-
хождении эндотелия коронарных сосудов из 
эпикарда путем эпителио-мезенхимной транс-
формации. В поддержку этой теории служит ряд 
экспериментов, в ходе которых в мезотелий пе-
рикардиальной области вводили метку (ретрови-
русную, флуоресцентную, генетическую) и через 
время обнаруживали ее в составе коронарного 
эндотелия (Pérez-Pomares J.M. et al., 2002; Toma-
nek R.J. et al., 2006). В других работах наблюдали 
колокализацию маркера мезотелия и эндотели-
альных клеток (Pérez-Pomares J.M. et al., 2006). 
Основным затруднением в проведении подобно-
го рода исследований является то, что для мезо-
телия эпикарда еще не обнаружено специфиче-
ских маркеров, поэтому прицельное введение 
метки затруднено и, таким образом, нельзя отри-
цать, что эндотелий происходит из мезотелия 
другого региона перикардиального региона, а в 
субэпикард попадает путем иммиграции через 
вторичный мезокард.  

Несколько другого рода эксперименты 
включали создание химерных животных (как 
правило, перепела и курицы) in vivo, - у которых 
проэпикард (ПЭ) одного животного пересажива-
ли другому и затем исследовали сердце реципи-
ента на предмет обнаружения клеток донора 
(Pérez-Pomares J.M. et al., 2002), - и in vitro, - со-
вместное культивирование ПЭ перепела с орга-
нами куриного эмбриона (сердцем, печенью, ме-
зонефросом, почками конечностей, структурами 
ЖКТ, другим ПЭ) (Pérez-Pomares J.M. et al., 
2004; Pérez-Pomares J.M. et al., 2006; J.A.Guadix 
et al., 2006). В результате подобных манипуля-
ций в составе эндотелия коронарных сосудов 
курицы (которые развивались в том числе экто-
пично) обнаруживались клетки перепела. Но эти 
доказательства также являются сомнительными, 
по причине изъятия ПЭ донора на достаточно 
поздних стадиях развития (НН 16-17), что пред-
полагает возможность иммиграции в него мезен-
химных клеток из других регионов, что вполне 
вероятно, поскольку проэпикардиальная и око-
лопеченочная мезенхимы на этих стадиях сооб-
щаются между собой (Winter E.M., Gittenberger-
de Groot A.C., 2007). Кроме того, при создании 
трехмерных компьютерных моделей ПЭ и при-
лежащих структур, выяснилось, что на 17 стадии 
по НН зачаток печени находится внутри основа-
ния ПЭ (Потоцкая О.Ю., 2009а). Следовательно, 
можно предположить, что гепатоциты оказывают 

индуктивное воздействие на клетки ПЭ, детер-
минируя их развитие в направлении различных 
клеточных популяций. В одной из наиболее убе-
дительных работ продемонстрировано наличие 
маркера эндотелия не только в мезенхиме ПЭ 
птичьих эмбрионов, но и в клетках мезотелия к 
моменту его контакта с сердцем (Ishii Y. et al., 
2009). 

Согласно альтернативной теории эндотелий 
коронарных сосудов происходит из поперечной 
перегородки и мигрирует в сердце через ПЭ 
(Wilting J. et al., 2007; H.Lie-Venema et al., 2007; 
Ishii Y. et al., 2009). В пользу этой точки зрения 
приводятся следующие аргументы. Во-первых, 
формирование коронарного русла начинается с 
организации сети из эндотелиальных клеток, 
которые не имеют просвета и еще не окружены 
другими клеточными компонентами сосудистой 
стенки (Mikawa T., Gourdie R.G., 1996; Gitten-
berger-de Groot A.C. et al. 1998; , Vrancken Peeters 
M.P. et al., 1999). Именно клетки эндотелия 
представляют собой первую волну иммиграции в 
миокард и только вслед за ними появляются 
предшественники гладких миоцитов, фибробла-
стов (Tomanek R.J. et al., 1996; Lie-Venema H. et 
al., 2005). Во-вторых, при проведении иммуноги-
стохимических исследований, на первых стадиях 
существования проэпикарда (ПЭ) клетки эндоте-
лия обнаруживаются только в его основании и 
только со временем – в отростках (Kattan J. et al., 
2004; Lie-Venema H. et al., 2005). В-третьих, экс-
перименты по химеризации, в которых переса-
живали только ПЭ (без кусочка прилежащей пе-
чени), показали отсутствие признаков формиро-
вания эндотелия у реципиентного эмбриона 
(Poelmann R.E. et al., 1993).  

По мнению J.M.Pérez-Pomares и соавторов 
(2002), подобные расхождения результатов мож-
но объяснить разницей в происхождении эндоте-
лия коронарных вен и артерий. Еще одним фак-
тором, который влиял на достоверность резуль-
татов исследований, было отсутствие специфи-
ческого маркера лимфангиобластов, которые, 
хотя имеют независимое от ангиобластов проис-
хождение, пространственно сопровождают их во 
время коронарогенеза (Wilting J. et al., 2007). 

Важно отметить, что все вышеупомянутые 
работы по определению источника коронарного 
эндотелия использовали птиц в качестве объекта. 
Возможно, потому результаты последних иссле-
дований развития коронарного сплетения у мы-
шей оказались абсолютно неожиданными. Kristy 
Red-Horse вместе с Mark Krasnow (2010) в серии 
элегантных исследований обнаружили, что у 
мышиных эмбрионов коронарное сплетение на-
чинает формироваться путем врастания в субэ-
пикард эндотелия венозного синуса (то есть пу-
тем ангио-, а не васкулогенеза). При этом в нача-
ле формирования коронарных сосудов их эндо-
телий экспрессирует лишь венозные маркеры (на 
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подобие венозного синуса), а артериальные мар-
керы появляются лишь при инвазии сосудов в 
миокард; на основании этих данных авторы сде-
лали вывод, что коронарные артерии образуются 
путем репрограммирования вен. 

Таким образом, на данный момент сущест-
вуют три теории, объясняющие происхождение 
коронарного эндотелия: из эпикарда путем эпи-
телио-мезенхимной трансформации (ЭМТ); из 
околопеченочной мезенхимы путем иммиграции 
в субэпикард через вторичный дорзальный мезо-
кард (ПЭ); из венозного синуса путем врастания 
эндотелия через вторичный дорзальный мезо-
кард. Очевидна взаимосвязь между ПЭ, зачатком 
печени и коронарным эндотелием на ранних эта-
пах их существования. Поэтому цель нашей ра-
боты состояла в изучении и анализе последствий 
абляции зачатка печени в отношении формиро-
вания коронарных сосудов. 

Материалы и методы 
В качестве материала были использованы 

куриные эмбрионы кросса Cobb 500; проводи-
лись стандартные гистологические процедуры 
обработки; срезы толщиной 5 мкм окрашивали 
гемалауном и эозином, железным гематоксили-
ном Гейденгайна и по Стидмену.  

Абляция печени осуществлялась путем вве-
дения в желток 20 мг аминогуанидин сульфата в 
0,2 мл воды на 14 и 16 стадии по Гамбургеру и 
Гамильтону (НН) (Hamburger V., Hamilton H.L., 
1951). В ходе независимых исследований ранее 
продемонстрировано избирательное воздействие 
аминогуанидин сульфата на эмбриональное раз-
витие печени, за счет угнетения индуцибельной 
NO-синтазы – одного из ключевых регуляторов 
этого процесса (Nosal R.A., Watterson R.L., 1959; 
Sugiyama T. et al., 1980; Sugiyama T. et al., 1985). 

Результаты и их обсуждение 
На 14 стадии по НН ПЭ только появляется 

на правом роге венозного синуса, а печень закла-
дывается путем выпячивания верхней части пе-
редних кишечных ворот. Поэтому введение ами-
ногуанидин сульфата производили именно на 
этом сроке (сразу после формирования ПЭ до его 
контакта с зачатком печени). 

У экспериментальных эмбрионов отмеча-
лась ранняя смертность (до 18 стадии по НН), 
что согласовывается с данными других исследо-
ваний (Nosal R.A., Watterson R.L., 1959; Sugiyama 
T. et al., 1985). На 18 стадии по НН печень обна-
руживалась в виде единичных балок, не покры-
тых мезенхимой, которые располагались ниже 
уровня ПЭ. Следовательно, можно исключить 
факт пространственного сближения этих двух 
эмбриональных структур, что происходит в ходе 
нормального эмбрионального развития. В свою 
очередь ПЭ наблюдался на венозном синусе, 
позади атриовентрикулярного канала, точнее 
сохранял правильное топографическое располо-
жение. В его составе отмечалось снижение доли 

мезенхимной ткани по сравнению с нормой. Не 
смотря на достаточное развитие объема ПЭ, его 
контакта с миокардом не происходило, что вело 
к задержке формирования эпикардиального слоя 
сердца на несколько стадий развития.  

Среди аномалий сердечно-сосудистой сис-
темы особенно обращали на себя внимание ис-
тончение миокарда желудочка, недоразвитие 
подушек атриовентрикулярного канала (рис. 1), 
нарушение петлеобразования. Аналогичный 
спектр пороков описан в ряде работ после абля-
ции ПЭ (Gittenberger-de Groot A.C. et al., 2005; 
Männer J., 2005), следовательно, можно предпо-
ложить, что наблюдаемые нами дефекты разви-
тия сердца обусловлены именно отсутствием 
эпикарда. Вследствие истончения миокарда (а 
точнее отсутствия его утолщения и компактиза-
ции) развивалась дилятация камер сердца и ма-
гистральных сосудов, что свидетельствует о сер-
дечно-сосудистой недостаточности, которая и 
явилась причиной гибели эмбрионов, у многих 
из которых обнаруживались разрывы кардиналь-
ных и желточных вен. 

Второй группе эмбрионов введение амино-
гуанидин сульфата производили на 16 стадии по 
НН, когда в норме околопеченочная и проэпи-
кардиальная мезенхимы пространственно объе-
диняются между собой. Таким образом, можно 
предположить, что ПЭ на первых стадиях суще-
ствования испытывает индуктивное воздействие 
зачатка печени. У таких эмбрионов печень была 
значительно недоразвита и располагалась ниже 
ПЭ. В отличие от первой группы, на 19 стадии по 
НН ПЭ контактировал с сердцем, и наблюдались 
первые признаки формирования эпикарда. Не 
смотря на это, спектр аномалий сердечно-
сосудистой системы был аналогичен описанному 
для первой группы (рис. 2). Мы объясняем это 
нарушением эпителио-мезенхимной трансфор-
мации эпителия эпикарда, вследствие чего нару-
шается образование клеток-дериватов эпикарда, 
которые и контролируют основные процессы 
раннего кардиогенеза. Это предположение под-
крепляется данными, полученными при исследо-
вании эмбрионов, доживших до более поздних 
стадий развития. Так, на 26 стадии по НН на-
блюдалось покрытие эпикардом большинства 
отделов сердца. Но субэпикардиальное про-
странство было сужено, в нем практически не 
обнаруживались мезенхимные клетки, которые в 
норме происходят путем выселения из эпикарда 
(рис 3). В свою очередь клеточность подушек 
атрио-вентрикулярного канала значительным 
образом не отличалась от таковой нормальных 
эмбрионов, что свидетельствует об относительно 
нормальной эпителио-мезенхимной трансформа-
ции эндокарда, в отличие от эпикарда. 
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Рис. 1. Куриный эмбрион: А - на 17стадии развития по НН (64 часа инкубации) в норме и В - 18 стадии (72 часа ин-

кубации) после введения аминогуанидин сульфата на 14 стадии по НН. Окраска железным гематоксилином Гейденгай-
на. ×100. ВС – венозный синус, АВК – атрио-вентрикулярный канал. Обратите внимание на выраженную дилятацию 
желудочка сердца и венозного синуса у экспериментального эмбриона. Стрелкой обозначен зачаток печени, располо-
женный внутри мезенхимы ПЭ. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 2. Куриный эмбрион на 19 стадии развития по НН: А - в норме и В - после введения аминогуанидин сульфата 

на 16 стадии по НН. Окраска по Стидмену с докрашиванием гемалауном (А) и железным гематоксилином Гейденгайна 
(В). ×100. ВС – венозный синус. Обратите внимание на выраженную дилятацию сердца и левой общей кардинальной 
вены, обозначенной звездочкой, у экспериментального эмбриона и разницу в размерах печени (указана стрелками). 
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Рис. 3. Куриный эмбрион на 26 стадии развития по НН (4,5-5 суток инкубации): А - после введения аминогуанидин 

сульфата на 16 стадии по НН и С - в норме. В и D – увеличенные фрагменты на А и С, соответственно. Окраска желез-
ным гематоксилином Гейденгайна. А, С ×100, С, D ×400. АВК – атрио-вентрикулярный канал. Обратите внимание на 
переход ендотелиальной выстилки венозного синуса (обозначено стрелками) в субэпикардиальные сосуды (обозначе-
ны звездочками) и на разницу в толщине и клеточности субэпикардиальных пространств (обозначено головками стре-
лок). 

 
Ранее нами было описано, что начиная с 23 

стадии по НН в субэпикардиальном пространст-
ве наблюдается появление первых люменизиро-
ванных коронарных сосудов, которые сообща-
ются с полостью венозного синуса через проэпи-
кард (Потоцька О.Ю., 2009а). Неожиданно, у 
экспериментальных эмбрионов, доживших до 26 
стадии по НН, не смотря на значительное недо-
развитие печени и нарушение ЭМТ эпикарда 
(отсутствие клеток в субэпикардиальном про-
странстве) было обнаружено формирование ко-
ронарных сосудов! Как продемонтсрировано на 
рис. 3, на дорсальной поверхности АВК обнару-
живались сосуды, эндотелий которых сообщался 
с таковым венозного синуса опосредовано через 
сосуд, находящийся во вторичном дорсальном 
мезокарде (ПЭ). Следует также отметить, что по 
сравнению с нормой, коронарное сплетение было 
значительно меньших размеров. 

Выводы  
1. Задержка развития печени на 14 стадии 

по НН приводит к нарушению контакта проэпи-
карда с примитивным сердцем, отсутствию эпи-

карда и развитию сердечно-сосудистой недоста-
точности, которая обуславливает раннюю смерт-
ность эмбрионов.  

2. Задержка развития печени на 16 стадии 
по НН приводит к несвоевременному формиро-
ванию эпикарда, нарушению его эпителио-
мезенхимной трансформации и развитию сер-
дечно-сосудистой недостаточности. 

3. Несмотря на нарушение взаимодействия 
печени с проэпикардом и угнетение эпителио-
мезенхимной трансформации эпикарда, коро-
нарные сосуды формируется путем врастания 
эндотелия из венозного синуса в субэпикард че-
рез вторичный дорсальный мезокард, образован-
ный проэпикардом. 

Перспективы дальнейших исследований 
В дальнейшем целесообразно проследить 

эффект задержки развития печени на более позд-
них этапах развития, после того, как она оказала 
предполагаемый индуктивный эффект на форми-
рование эпикарда и его эпителио-мезенхимную 
трансформацию. 
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Потоцька О.Ю., Твердохліб І.В. Затримка раннього ембріонального розвитку печінки призво-

дить до порушення утворення епікарда та його епітеліо-мезенхімної трансформації, але не впливає 
на формування коронарного ендотелію. 

Резюме. Не дивлячись на інтенсивне дослідження ембріонального розвитку серця, походження ко-
ронарного ендотелію досі залишається не з’ясованим. Існування тісного взаємозв’язку між проепікардом, 
брунькою печінки, венозним синусом та ранніми коронарними судинами є очевидним, але природа їх 
взаємодії, також як і джерело коронарного ендотелію не відомі. Отже, метою нашого дослідження було 
визначити наслідки затримки розвитку бруньки печінки на формування коронарних судин. Для пригні-
чення розвитку печінки проводилось введення аміногуанідин сульфату в жовтковий мішок курячих емб-
ріонів на 14 стадії за НН (перша група) – для попередження контакту проепікарда з брунькою печінки; та 
на 16 стадії за НН (друга група) – для допускання контакту між проепікардом і печінкою протягом коро-
ткого часу. В результаті, в першій групі спостерігалось порушення формування епікарда та рання смерт-
ність протягом перших трьох діб інкубації. У ембріонів відзначалось витончення міокарда та атріо-
вентрикулярних подушок, порушення петлеутворення - імовірно через відсутність епікарда. Смерть була 
обумовлена серцево-судинною недостатністю. В другій групі формування епікарда починалось, але де-
фекти розвитку серця були такими ж, як і в першій групі – ймовірно через відсутність клітин-дериватів 
епікарда. У ембріонів цієї групи, які вижили до 26 стадії за НН (4,5 доби інкубації), не дивлячись на від-
сутність клітин в субепікардіальному просторі та практично повну відсутність печінки, спостерігалось 
утворення коронарних судин. Вони були зосереджені на дорсальній поверхні атріо-вентрикулярного ка-
налу та являли собою продовження ендотелію венозного синусу. 
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