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Резюме

Актуальность. Воздействие теплового шока может инициировать в яич-
никах млекопитающих апоптоз клеток жёлтых тел. Во время фолликуло-
генеза апоптоз зернистых клеток регулируется ключевыми белками гибели 
клеток – Bcl-2 и ВАХ. В то же время роль этих белков в нарушениях развития 
жёлтых тел яичников при тепловом стрессе во многом остаётся неясной. 
Цель исследования: выявить особенности экспрессии антиапоптотиче-
ского белка Bad и проапоптотического белка Bcl-2 в лютеоцитах яичников 
крыс в острый (3-и сутки) и восстановительный (7-е и 14-е сутки) периоды 
после однократного воздействия экспериментальной гипертермии (ЭГ) 
(ректальная температура – 43,5 °С). 
Материалы и методы. Иммуногистохимически с помощью непрямого 
двухэтапного стрептавидин-биотинового метода определяли экспрессию 
Bad и Bcl-2. 
Результаты. На 3-и сутки после ЭГ в лютеоцитах площади экспрессии как 
Bad, так и Bcl-2 возросли в 2 раза, но отношение площадей Bcl-2/Bad не изме-
нилось, что свидетельствует о поддержании в физиологических пределах 
интенсивности апоптоза по митохондриальному пути. На 7-е сутки 
площади экспрессии Bcl-2 и Bad оставались на уровне 3-х суток, но индекс 
Bcl-2/Bad снизился, что свидетельствует об активации внутреннего пути 
апоптоза клеток жёлтых тел яичников. К 14-м суткам площади экспрессии 
протеинов сократились (Bad – в  1,7  раза, Bcl-2 – в  3,2  раза) по  сравнению 
с острым периодом, а индекс Bcl-2/Bad уменьшился в 2 раза по сравнению 
с контролем и группой острого периода.
Заключение. Выявленное преобладание проапоптотического Bad над анти-
апоптотическим Bcl-2 в лютеоцитах на 14-е сутки после ЭГ свидетельству-
ет о нарушении антиапоптотической защиты, что приводит к активации 
митохондриального пути апоптоза последних. Снижение экспрессии Bcl-2 
может расцениваться как проявление механизма удаления дефектных люте-
оцитов и стремление организма нормализовать нарушенный воздействием 
высокой температуры овариально-маточный цикл. 
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Experimental hyperthermia: expression of proteins involved 
in the regulation of ovarian corpus luteum apoptosis in the acute  
and recovery periods

Abstract

Background. Heat shock effects can initiate apoptosis of oocytes and corpus luteum 
cells in mammalian ovaries. During folliculogenesis, follicular apoptosis is regulated 
by Bcl-2 and BAX proteins which are key effectors of granular cell death. Mechanisms 
of disruption of the ovarian corpus luteum development under heat stress remain 
largely unclear.
Aim of the research: to identify the expression features of anti-apoptotic Bad 
and proapoptotic Bcl-2 proteins in the rat ovarian luteocytes in the acute (by day 3) 
and recovery (by days 7 and 14) periods after a single exposure of experimental 
hyperthermia (EH) (rectal temperature 43.5 °C).
Materials and methods. The expression of Bad and Bcl-2 was determined immuno-
histochemically using an indirect two-stage streptavidin-biotin method.
Results. On day 3 after EH, the expression areas of both Bad and Bcl-2 increased 
2-fold, but the ratio of Bcl-2/Bad areas did not change, indicating that the in-
tensity of apoptosis along the mitochondrial pathway in luteocytes in the acute 
period was  maintained within physiological values. On day  7, the Bad and Bcl-2 
expression areas remained at the level of day 3, but the Bcl-2/Bad index decreased, 
indicating the activation of the apoptosis internal pathway in the ovarian corpus 
luteum cells. By day 14, the protein expression areas decreased (Bad – by 1.7 times,  
Bcl-2 – by 3.2 times) compared to the acute period, and the Bcl-2/Bad index decreased 
by 2 times compared to the control and the acute period group.
Conclusion. The observed predominance of proapoptotic Bad protein over anti-
apoptotic Bcl-2 in luteocytes on day 14 after EH indicates the anti-apoptotic pro-
tection violation, which leads to the apoptosis mitochondrial pathway activation 
of  the latter. A decrease in Bcl-2 expression can be regarded as a manifestation 
of the defective luteocytes removal mechanism and the body’s desire to normalize 
the ovarian-uterine cycle disrupted by high temperature exposure. 

Key words: apoptosis, experimental hyperthermia, rat ovaries, corpus luteum, Bad, 
Bcl-2, Bcl-2/Bad
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Обоснование

Жёлтое тело – временно функционирующий эндо-
кринный орган, который периодически развивается 
из овулированного фолликула во время каждого репро-
дуктивного цикла и отвечает преимущественно за вы-
работку прогестерона, необходимого для имплантации 
и развития эмбриона [1], а в случае отсутствия импланта-
ции – регрессирует. В яичнике механизмы, лежащие в ос-
нове решений о жизни и смерти входящих в него клеток, 
включают перекрёстный «диалог» между проапоптоти-
ческими молекулами (Bax и Bad) и молекулами, способ-
ствующими выживанию (Bcl-2). Морфологически прояв-
ления программируемой клеточной гибели обнаружи-
ваются в фолликулах яичников уже у плода и на протя-
жении всей жизни женщины [2, 3, 4]. 

Лютеолиз также связан с изменённой экспрессией 
Bcl-2, Bax и TNF [3, 5]. Выявлено участие апоптоза во вре-
мя естественной и индуцированной лютеиновой регрес-
сии жёлтого тела млекопитающих: лошади [6], домашней 
кошки, рыси [7]. У женщин нарушение апоптоза связано 
с развитием многих патологических состояний, включая 
ановуляцию, синдром поликистозных яичников, пре-
ждевременную недостаточность яичников, а также опу-
холевые процессы в гонадах [4]. Доказано, что индуци-
ровать в яичниках млекопитающих апоптоз жёлтых тел 
и ооцитов может гипертермия [8–12]. Однако механиз-
мы влияния теплового стресса на апоптоз лютеоцитов 
во многом остаются неясными. 

Цель исследования

Выявить особенности экспрессии белков-регулято-
ров апоптоза (проапоптотического белка Bad и антиа-
поптотического белка Bcl-2) в клетках жёлтых тел яич-
ников крыс в острый (на 3-и сутки) и восстановительный 
(на 7-е и 14-е сутки) периоды после однократного воз-
действия экспериментальной гипертермии (ЭГ).

Материалы и методы

Эксперимент проводили на самках крыс Вистар (воз-
раст – 3 месяца, масса тела – 180–200 г). Животные содер-
жались в сертифицированном виварии ЦНИЛ ФГБОУ ВО 
«Новосибирский государственный медицинский универ-
ситет» Минздрава России при температуре воздуха 20–
22 °С на стандартном пищевом рационе и при свобод-
ном доступе к воде. Эксперименты выполняли с соблю-
дением принципов гуманности, изложенных в директи-
вах Европейской Конвенции о защите позвоночных жи-
вотных, используемых для экспериментов или в иных 
научных целях (Страсбург, 1986  г.). Определение фаз 
полового цикла проводили методом вагинальных маз-
ков [13, 14]. Крыс опытной группы (группа «ЭГ», n = 30), 
находившихся в фазе диэструс полового цикла, подвер-
гали воздействию ЭГ в соответствии со «Способом экс-
периментального моделирования общей гипертермии 

у мелких лабораторных животных» [15]. Температурный 
режим нагрева горячей воды-теплоносителя подбирал-
ся экспериментально и составил 45 °С. Время разогре-
вания каждой особи до уровня ректальной температу-
ры 43,5 °С было индивидуальным, не зависело от исход-
ной температуры тела, массы животного и составляло 
не более 17 минут. Уровень ЭГ, при котором прекраща-
ли разогревание, определялся ректальной температу-
рой 43,5 °С (начальная стадия теплового удара). Гибели 
крыс от гипертермии не зарегистрировано. 

Группу сравнения составили интактные животные 
в аналогичной фазе цикла (группа «Контроль», n = 10). 
На 3-и (острый период), 7-е и 14-е сутки (восстанови-
тельный период) после ЭГ животных выводили из экс-
перимента под эфирным наркозом. Объектом гистоло-
гического исследования были яичники, которые фикси-
ровали в 10%-ном растворе нейтрального формалина, 
с последующим обезвоживанием в серии спиртов воз-
растающей концентрации и заключением в парафин. 

Иммуногистохимическое исследование экспрес-
сии белков Bcl-2 и Bad проводили на срезах яичников 
толщиной 3 мкм с помощью непрямого двухэтапного 
стрептавидин-биотинового метода, используя набор 
Novostain  500 (NCL-RTU-D, Novocastra, Великобрита-
ния), мышиные моноклональные антитела к антиапоп-
тотическому белку Bcl-2 (IgG, № 610538; BD Biosciences, 
США) и к проапоптотическому белку Bad (IgG, № 610392; 
BD Biosciences, США). На последнем этапе использова-
ли хромогенный субстрат с диаминобензидином. Иссле-
дование срезов и получение микрофотографий выпол-
няли при помощи моторизованного микроскопа М200 
(Carl Zeiss, Германия) c камерой AxioCam HRc (Carl Zeiss, 
Германия). О связывании антител с исследуемыми ан-
тигенами свидетельствовало окрашивание цитоплазмы 
клеток от бледно-жёлтого до тёмно-коричневого цве-
та. Проводили количественную оценку площадей экс-
прессии Bad и Bcl-2, рассчитываемых как относитель-
ные площади, окрашенные на исследуемые белки кле-
ток жёлтых тел (лютеиноцитов), с помощью компьютер-
ной программы Axio Vision 4.7.1 (Carl Zeiss, Германия) 
и блока автоматических измерений (Auto  measure). 
Для каждой группы оценивали по  50 случайно вы-
бранных изображений. Вычисляли индекс соотноше-
ния Bcl-2/Bad в  жёлтых телах яичников крыс. Стати-
стическую обработку полученных данных проводили 
при помощи пакета программ Statistica 6.1 (Серийный 
№ AXXR101E832903FA, StatSoft Inc., США), с вычислени-
ем средних арифметических величин (М) и стандартных 
ошибок средних (m). Статистическую значимость раз-
личий сравниваемых величин определяли с помощью 
параметрического критерия Стьюдента. Различия счи-
тали значимыми при р < 0,050.

Результаты

Морфометрический анализ показал, что в клет-
ках жёлтых тел на 3-и сутки после ЭГ площадь экспрес-
сии белка Bad увеличивается в 2,1 раза по сравнению 
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Bcl-2 Bad

Контроль

ЭГ + 3 сут.

ЭГ + 7 сут.

ЭГ + 14 сут.

РИС. 1.  
Выявление антиапоптотического белка Bcl-2 и проапопто-
тического белка Bad в лютеоцитах жёлтых тел яичников 
крыс. Иммуногистохимическая окраска непрямым стрепта-
видин-биотиновым методом. Объектив 40, окуляр 10

FIG. 1.  
Detection of anti-apoptotic protein Bcl-2 and pro-apoptotic pro-
tein Bad in the rat ovaries corpus luteum cells. Immunohistochem-
ical staining by indirect streptavidin-biotin method. Magnifica-
tion ×400
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с контролем (рис. 1, 2а). Наряду с этим, по сравнению 
с интактными животными, происходит усиление ин-
тенсивности окрашивания лютеоцитов на белок Bcl-2 
(рис. 1). Площадь экспрессии белка Bcl-2 в клетках жёл-
тых тел яичников в 2 раза превышает значения контро-
ля (рис. 2б), но индекс соотношения Bcl-2/Bad остаётся 
на уровне контроля (рис. 3). Это свидетельствует о том, 
что интенсивность апоптоза в клетках жёлтых тел яич-
ников в острый период после ЭГ остаётся, по-видимому, 
в пределах физиологических значений.

На 7-е  сутки после ЭГ площадь экспрессии белка 
Bad в клетках жёлтых тел сохраняется на уровне 3-х су-
ток (т.  е. в  2  раза превышает контрольные величины) 
(рис. 1, 2). Площадь экспрессии Bcl-2 в лютеоцитах также 
сохраняется на уровне 3-х суток. Намечается тенденция 
к уменьшению индекса Bcl2/Bad по сравнению с 3-ми сут-
ками после ЭГ, что характеризует возможность актива-
ции внутреннего пути апоптоза клеток жёлтых тел яич-
ников на 7-е сутки после ЭГ (рис. 1, 3).

К 14-м суткам площадь иммуногистохимической 
окраски клеток жёлтых тел для обоих протеинов сни-
жается. Так, площадь экспрессии Bad уменьшается 
в 1,7 раза, а Bcl-2 – в 3,2 раза по сравнению с острым 
периодом (по сравнению с  7-ми  сутками после ЭГ – 
уменьшение в  1,6  раза и в  2,9  раза соответственно) 
(рис. 1, 2).

В результате индекс соотношения площадей экс-
прессии Bcl-2/Bad практически в  2  раза уменьшает-
ся по  сравнению с контролем и заметно уменьшает-
ся по сравнению с группой острого периода после ЭГ 
(рис.  3). Выявленное преобладание «белка смерти» 
Bad над «белком жизни» Bcl-2 в жёлтых телах яичников 
на 14-е сутки эксперимента свидетельствует о снятии ан-
тиапоптотической защиты, что приводит к активации ми-
тохондриального пути апоптоза лютеоцитов.

РИС. 3.  
Соотношение показателей площадей экспрессии Bcl-2/Bad 
в клетках жёлтых тел яичников крыс после воздействия ЭГ. 
Статистическая значимость различий (р < 0,050): * – срав-
нение с контролем, # – с 3-ми сутками
FIG. 3.  
The ratio of the Bcl-2/Bad expression areas in the rat ovaries cor-
pus luteum cells after exposure of experimental hyperthermia. 
The significance of the differences (p < 0.050): * – comparison 
with the control, # – with day 3

Обсуждение

Ранее показано, что действие ЭГ на организм инги-
бирует синтез и вызывает агрегацию и денатурацию ну-
клеиновых кислот и белков, влияет на клеточный цикл 
и апоптоз [16, 17]. При апоптозе действуют два механиз-
ма: один запускается связыванием «молекул смерти» 
с «рецепторами смерти» на поверхности клетки, а дру-
гой генерируется сигналами внутри клетки (опосредо-
ванные митохондриями), о чём свидетельствует увеличе-
ние как экспрессии каспазы-3, так и отношения Bax/Bcl-2 

       

			        а 							               б
РИС. 2.  
Площади экспрессии белков Bad (а) и Bcl-2 (б) в клетках жёл-
тых тел яичников крыс в разные сроки после воздействия ЭГ. 
Статистическая значимость различий (р < 0,050): * – срав-
нение с контролем, # – с 3-ми сутками, • – с 7-ми сутками

FIG. 2.  
The expression areas of the proteins Bad (a) and Bcl-2 (б) in the rat 
ovaries corpus luteum cells at different times after exposure of ex-
perimental hyperthermia. The significance of the differences 
(p < 0.050): * – comparison with the control, # – with day 3,  
• – with day 7
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[18, 19]. Bcl-2 – это белок, который находится в ядерной 
оболочке и в митохондриях. Следует отметить, что мито-
хондриальная ДНК более подвержена мутациям, чем ге-
номная ДНК, и большая часть митохондрий жёлтых тел 
унаследована от ооцитов. Таким образом, согласно дан-
ным литературы, процессы в митохондриях играют ре-
шающую роль в принятии решения о жизни/смерти кле-
ток яичников. Показано, что Bcl-2 определяется в лютео-
цитах в середине лютеиновой фазы, а наиболее высокие 
уровни Bax – в регрессирующем жёлтом теле [4]. Изуче-
ние взаимосвязи между развитием апоптоза по мито-
хондриальному пути и лютеиновой функции зернистых 
клеток яичника человека показало, что этот процесс так-
же контролируется активацией каспазы-3 и цитохро-
мом с митохондрий [2]. Известно, что экспрессия белка 
Bcl-2 во всех компонентах яичников связана с уровня-
ми гонадотропинов: более высокие уровни гонадотро-
пинов увеличивают экспрессию Bcl-2, снижают экспрес-
сию Bax, Bad и снижают активность участвующих в реа-
лизации апоптозного сигнала протеаз, в частности, ка-
спазы-3 [3, 4, 20, 21].

В данном исследовании установлено, что воздей-
ствие ЭГ в острый период хоть и способствует двукрат-
ному росту площади экспрессии белка Bad в лютеоци-
тах, но компенсируется таким же увеличением протеина 
Bcl-2. Такие перестройки в итоге удерживают динамику 
«митохондриальной ветви» апоптоза в клетках жёлтых 
тел яичников на физиологическом уровне. Ранее нами 
было показано, что в фолликулоцитах яичников крыс 
в острый период (3-и сутки) после воздействия ЭГ также 
происходит одновременная активация белков семейства 
Bcl-2, однако сверхэкспрессия белка Bcl-2 способствуют 
ограничению развития апоптоза, обеспечивая сохран-
ность фолликулярного аппарата [10]. В предыдущих ра-
ботах в фолликулоцитах яичников крыс на 7-е сутки по-
сле ЭГ нами выявлены изменения аналогичные данно-
му исследованию: индекс Bcl-2/Bad не менялся по срав-
нению с контролем [11].

Кандидатом на роль фактора спасения лютеоцитов 
является Bcl-2, который предотвращает чрезмерную ак-
тивацию Bad. Исследование механизмов гибели клеток 
в яичниках выявило, что ЭГ приводит к развитию окис-
лительного стресса. Имеются указания, что из-за мощ-
ной сосудистой сети и стероидогенной активности жёл-
тые тела яичников сильно подвержены воздействию ак-
тивных форм кислорода [1]. Возрастание содержания 
перекисных продуктов и изменённые уровни клеточ-
ных антиоксидантов создают дисбаланс между проок-
сидантной и антиоксидантной системами, тем самым из-
меняя цитотоксические ответы при ЭГ, что формирует 
возможные катастрофические последствия для репро-
дуктивной функции [19]. 

Белки Bcl-2 встроены в митохондриальные мем-
браны и закрывают их каналы, предотвращают выход 
протеазы AIF и цитохрома с, защищая клетку от разви-
тия апоптоза. При этом Bcl-2 блокирует реакции пере-
кисного окисления липидов в мембранах клеток, обе-
спечивая защиту клеток от повреждения свободными 
радикалами. 

Таким образом, основной функцией избыточной экс-
прессии белка Bcl-2 при тепловом стрессе является за-
щита клеток от гибели. 

На 14-е сутки после ЭГ нами выявлено возрастание 
относительной площади клеток жёлтых тел яичников, 
экспрессирующих белок Bad на фоне менее выражен-
ного увеличения площади Bcl-2. Заметим, что снижение 
экспрессии Bcl-2 (антиапоптотической защиты) можно 
рассматривать как проявление механизма, направлен-
ного на удаление дефектных клеток. Таким образом, по-
лученные нами результаты свидетельствует о «снятии» 
антиапоптотической защиты и активации митохондри-
ального пути апоптоза в лютеоцитах на 14-е сутки вос-
становительного периода после ЭГ. 

Возможно, выявленная нами активация апоптоза 
в лютеоцитах на 14-е сутки после ЭГ связана с попыткой 
организма животных восстановить естественный овари-
ально-маточный цикл.

Заключение

Выявленное преобладание «белка смерти» Bad 
над «белком жизни» Bcl-2 в жёлтых телах яичников 
на 14-е сутки эксперимента свидетельствует о наруше-
нии антиапоптотической защиты, что приводит к акти-
вации митохондриального пути апоптоза лютеоцитов. 
Снижение экспрессии Bcl-2 (антиапоптотической за-
щиты) может быть расценено как проявление механиз-
ма, направленного на удаление дефектных лютеоцитов, 
и стремление организма животных нормализовать на-
рушенный воздействием высокой температуры овари-
ально-маточный цикл. 
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