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Разработанный нами новый метод морфометрического анализа митохондрий использован для изучения
состояния ультраструктуры митохондрий кардиомиоцитов крыс Wistar и OXYS в возрасте 3 и 24 мес. Полу�
ченные результаты полностью подтверждают данные электронно�микроскопических наблюдений: выявле�
но значительное снижение c возрастом площади внутренней мембраны митохондрии на единицу объема
митохондрии на срезе сердечной мышцы крыс. Контрольное значение этого показателя для крыс Wistar в
возрасте 3 мес. составило 41,3 ± 1,52 мкм2/мкм3. Для крыс OXYS в возрасте 3 мес. данный показатель ока�
зался сниженным и составил 30,57 ± 1,74 мкм2/мкм3. С возрастом площадь внутренней мембраны на еди�
ницу объема митохондрий у обеих групп животных снижалась – с 41,3 ± 1,52 до 21,47 ± 1,22 мкм2/мкм3 у
Wistar и с 30,57 ± 1,74 до 16,3 ± 0,89 мкм2/мкм3 у OXYS. Разработанный и использованный нами метод мор�
фометрического анализа значительно упрощает процесс морфометрических измерений, открывая хорошие
возможности для его дальнейшей оптимизации с использованием технологий распознавания изображений.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: морфометрия, старение, ультраструктура, кардиомиоциты.

В настоящее время все большее внимание
уделяется исследованиям процессов, связанных
со старением, в т.ч. возраст�зависимых измене�
ний органов и тканей. Одно из ведущих направ�
лений – изучение возрастных изменений мио�
карда, поскольку болезни сердца входят в число
главных причин смертности населения. По дан�
ным Всемирной организации здравоохранения
доля сердечно�сосудистых заболеваний в числе
патологий, развивающихся с возрастом, неук�
лонно растет с каждым годом [1].

На основании свободнорадикальной теории
Хармана [2] была сформулирована митохондри�
альная теория старения, расширенная затем
В.П. Скулачевым. Согласно этой теории глав�
ным фактором развития возрастных изменений
органов и тканей является изменение функцио�
нального состояния митохондрий вследствие
образования этими органеллами избыточного
количества активных форм кислорода (АФК)

[3–7]. Вызываемый АФК окислительный стресс
играет центральную роль в процессе нормаль�
ного физиологического старения, а также этио�
логии множества серьезных патологий миокар�
да [8–15]. Хорошо известна связь функциональ�
ного состояния митохондрий с изменениями их
ультраструктуры [16–20]. Поэтому исследова�
ния морфологических изменений митохондрий,
обусловленных возрастом, чрезвычайно перс�
пективны, поскольку нарушения ультраструкту�
ры митохондрий возникают значительно рань�
ше, нежели появление выявляемых клинически
симптомов заболеваний. В то же время харак�
терная ультраструктура митохондрий указывает
на изменения функционального состояния тка�
ни и, как следствие, на начало развития патоло�
гических процессов.

При проведении исследований по ультра�
структуре митохондрий важную роль играет не
только качественная, но и количественная
оценка получаемых данных с помощью методов
морфометрического и стереологического ана�
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лиза ультраструктуры митохондрий. Общепри�
нятым подходом является измерение длины и
ширины этих органелл, общей и средней пло�
щади сечения отдельных митохондрий, объем�
ной доли митохондрий в объеме среза, а также
площади внутренней мембраны на единицу
объема митохондрий [21, 22]. Основным являет�
ся метод наложения на изображение различных
систем точек, отрезков, концентрических дуг и
окружностей с последующим подсчетом числа
точек, попавших на структуры, или количества
пересечений тестовых линий [23–25]. Данные
методы отличаются высокой трудоемкостью и
необходимостью проведения большого количе�
ства измерений, что требует значительных зат�
рат времени для этих подсчетов. Использование
компьютерных программ для анализа данных
электронной микроскопии – распознавания и
обработки изображений – позволяет упростить
и сократить количество измерений, необходи�
мых для оценки морфометрических параметров
митохондрий и, в частности, расчета площади
внутренней мембраны митохондрии на единицу
объема митохондрии – одного из наиболее важ�
ных морфометрических параметров, позволяю�
щего оценить функциональное состояние мито�
хондрий. Применение компьютерных графи�
ческих пакетов открывает возможности для
дальнейшей автоматизации процесса анализа
электронно�микроскопических фотографий.

Целью данной работы являлось применение
предложенного нами метода морфометрическо�
го анализа митохондрий в автоматическом и по�
луавтоматическом режимах для анализа резуль�
татов электронно�микроскопического исследо�
вания. Предложенный метод мы использовали
для морфометрической обработки выявленных
нами ультраструктурных изменений митохонд�
рий кардиомиоцитов крыс Wistar и OXYS при
старении. Линия крыс OXYS является уникаль�
ной моделью для исследования роли окисли�
тельного стресса в развитии возраст�зависимых
патологий. Животных этой линии отличают
ранние инволютивные изменения внутренних
органов и нарушения функций высшей нервной
деятельности, характерные для стареющих жи�
вотных и человека. Ключевой характеристикой
крыс OXYS является усиленная генерация ради�
калов кислорода, выявляемая в тканях живот�
ных [26].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные. Модель преждевременно старею�
щих крыс OXYS была выведена в Институте ци�
тологии и генетики Сибирского отделения РАН

из линии Wistar путем отбора крыс, наиболее
восприимчивых к катарактогенному эффекту
галактозной диеты, и их близкородственного
скрещивания [27, 28]. Линия зарегистрирована
в международной базе данных Rat Genome
(http://rgd.mcw.edu). К настоящему моменту име�
ется 99�е поколение OXYS с синдромом уско�
ренного старения.

Работа выполнена на крысах�самцах Wistar
(n = 15) и OXYS (n = 15) в возрасте 24 мес., полу�
ченных из Центра коллективного пользования
«Генофонды экспериментальных животных»
ИЦиГ СО РАН. Животных содержали группами
по пять особей при естественном освещении,
температуре 22 ± 2° и свободном доступе к воде
и корму (PK�120�1, «Лабораторснаб», Россия). В
качестве контроля для оценки возрастных изме�
нений ткани миокарда было использовано по
пять крыс Wistar и OXYS в возрасте 3 мес.

Все процедуры, выполненные на животных,
проводились в соответствии с Директивой Со�
вета Европейского союза № 86/609/EES.

Электронная микроскопия. Для электронно�
микроскопического исследования забирали
ткань стенки левого желудочка. Материал фик�
сировали 3%�ным раствором глутарового альде�
гида в фосфатном буфере (рН 7,4) в течение 2 ч
при 4°, затем дофиксировали 1%�ным раствором
четырехокиси осмия в буфере в течение 1,5 ч и
обезвоживали в растворах спиртов с возрастаю�
щей концентрацией спирта (70%�ный спирт
был насыщен уранилацетатом). Материал зали�
вали в эпоксидную смолу Эпон�812. Серийные
ультратонкие срезы делали на ультрамикротоме
«Leica» (Германия), окрашивали свинцом по
Рейнольдсу. Полученные препараты просматри�
вали и фотографировали в электронном мик�
роскопе H�12 («Hitachi», Япония). Фотографии
на пленке затем были отсканированы с разре�
шением 1200 и 2400 dpi.

Морфометрия и статистический анализ. Для
морфометрического исследования было отобра�
но по 50 электронно�микроскопических фото�
графий миокарда на каждую группу животных.
Каждый снимок сканировался с определенным
разрешением (dpi), что позволило вычислить
масштаб каждого снимка – количество пикселей
фотографии на единицу реальной длины (1 нм) –
по формуле:

Kpix/nm = M × Rs/25,4 × 106, (1)

где M – увеличение микроскопа, Rs – разреше�
ние сканирования.

На каждом снимке вручную выделялись от�
дельные митохондрии, затем внутри каждой ми�
тохондрии выделялась внутренняя мембрана
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(рис. 1, а–в; см. цветную вклейку). Ширина ли�
нии при выделении мембран выбиралась сог�
ласно значению k (пикс/нм), вычисленному по
формуле (1), принимая среднюю ширину внут�
ренней мембраны митохондрии на снимке рав�
ной 75 Å (рис. 1, а–в). Учитывая масштаб сним�
ка, а также известную толщину среза порядка
700 Å, с помощью пакета анализа данных в
Adobe Photoshop («Adobe Systems, Inc.», США)
были вычислены различные морфометрические
параметры, такие как площадь внутренней
мембраны митохондрии в объеме среза, общая
длина внутренней мембраны митохондрии и
объем митохондрии в срезе. При этом использо�
валось допущение о том, что измеряемые мемб�
раны строго перпендикулярны плоскости среза.
Неперпендикулярные мембраны будут просто
не видны на снимке, погрешность при исполь�
зовании этого допущения не превышает 4%. С
помощью полученных данных была рассчитана
площадь поверхности внутренней мембраны
(мкм2) на единицу объема митохондрии (мкм3).
Для статистической обработки морфометричес�
ких данных использовался пакет STATISTICA 8
(«StatSoft Inc.», США). Степень достоверности
определялась с помощью критерия Манна–
Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На рис. 2, а представлена характерная карти�
на ультраструктуры митохондрий кардиомиоци�
тов крыс Wistar в возрасте 3 мес. Ультраструкту�
ра митохондрий соответствует функционально�
активному ортодоксальному состоянию по
классификации Грина [29]. Внутренняя мито�
хондриальная мембрана образует множественные
кристы, отходящие внутрь органеллы плотными
параллельными рядами, заполняющими все
внутреннее пространство митохондрий. Матрикс
хорошо выраженный, межмембранное простран�
ство (узкие просветы внутри крист и между на�
ружной и внутренней митохондриальной мемб�
ранами) электронно�светлое. На рис. 2, б предс�
тавлена картина ультраструктуры митохондрий,
характерная для кардиомиоцитов крыс Wistar в
возрасте 24 мес. Видно, что с возрастом у крыс
Wistar происходит значительное изменение внут�
ренней ультраструктуры митохондрий. Кристы,
число которых сильно редуцировано, теряют
строго взаимно�параллельное расположение и
не заполняют полностью внутреннее простран�
ство митохондрий, вследствие чего в матриксе
митохондрий появляются обширные электрон�
но�светлые области. На фотографии видно, что
часть крист, еще сохранивших взаимопарал�

лельное расположение, формирует изгибаю�
щийся тяж, свободно лежащий в электронно�
светлом матриксе.

Для морфометрической оценки состояния
ультраструктуры митохондрий и ответа на воп�
рос, не являются ли обнаруженные нами возраст�
ные изменения ультраструктуры митохондрий
единичными, был проведен морфометрический
анализ по 50 электронно�микроскопическим
фотографиям кардиомиоцитов на каждую груп�
пу животных. На рис. 3 представлены результа�
ты измерения площади поверхности внутренней
мембраны в единице объема митохондрий для
крыс Wistar. Для митохондрий в возрасте 3 мес.
этот показатель составил 41,3 ± 1,52 мкм2/мкм3.
Для крыс в возрасте 24 мес. мы получили прак�
тически двукратное статистически достоверное
снижение средних значений площади внутрен�
ней мембраны в единице объема митохондрий,
до 21,47 ± 1,22 мкм2/мкм3.

На рис. 4, а представлена типичная ультра�
структура митохондрий кардиомиоцитов крыс
OXYS в возрасте 3 мес. Можно видеть, что уже в
этом возрасте в митохондриях крыс OXYS начи�
нают развиваться деструктивные изменения.
Появляются первые признаки нарушения внут�
ренней организации. В отдельных участках ор�
ганелл кристы теряют плотное взаимопарал�
лельное расположение, в митохондриях появля�
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Рис. 2. Ультраструктура митохондрий кардиомиоцитов
крыс Wistar: а – в возрасте 3 мес., б – в возрасте 24 мес.
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ются электронно�светлые участки. Ультраструк�
тура митохондрий крыс OXYS в возрасте 3 мес.
имеет ту же направленность изменений, как и у
крыс Wistar в возрасте 24 мес. На рис. 4, б пред�
ставлена электронно�микроскопическая фото�
графия митохондрий ткани миокарда крысы
OXYS в возрасте 24 мес. Видны значительные
нарушения внутренней ультраструктуры мито�
хондрий. Внутренняя мембрана митохондрий об�
разует немногочисленные кристы, упорядочен�

ность расположения крист сохраняется только в
отдельных участках митохондрии. Наблюдается
значительное просветление матрикса. Большую
часть матрикса митохондрий занимают элект�
ронно�светлые области.

Для животных OXYS также был проведен
морфометрический анализ электронно�микро�
скопических данных и рассчитана площадь внут�
ренней мембраны на единицу объема митохонд�
рий (рис 3). Оказалось, что митохондрии крыс
OXYS уже в возрасте 3 мес. имеют заметно мень�
шие значения данного параметра по сравнению
с 3�месячными животными линии Wistar (30,57 ±
± 1,74 и 41,3 ± 1,52 мкм2/мкм3 соответственно).
К 24 мес. у крыс OXYS среднее значение площа�
ди внутренней мембраны на единицу объема
митохондрии также падает практически вдвое,
аналогично показателям для крыс Wistar (с 30,57 ±
± 1,74 до 16,3 ± 0,89 мкм2/мкм3). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Наши исследования позволяют сделать вы�
вод о результативности предложенного нами
метода морфометрического анализа ультра�
структуры митохондрий. Проведенный морфо�
метрический анализ данных не только пол�
ностью подтверждает, но и дополняет электрон�
но�микроскопические наблюдения по морфо�
логии митохондрий, показывая характер изме�
нений ультраструктуры митохондрий кардио�
миоцитов при старении. Полученные значения
площади внутренней мембраны митохондрий
на единицу объема митохондрий полностью со�
ответствуют данным визуальных наблюдений и
позволяют оценить степень ультраструктурных
нарушений митохондрий. Так, у крыс Wistar и
OXYS с возрастом происходит значительное
снижение данного морфометрического пара�
метра (рис. 3), что может свидетельствовать о
дисфункции митохондрий и миокарда в целом.
Если контрольное значение для крыс Wistar в воз�
расте 3 мес. составляет 41,3 ± 1,52 мкм2/мкм3, то
для крыс OXYS того же возраста показатель пло�
щади внутренней мембраны на единицу объема
митохондрии снижен почти на четверть и сос�
тавляет 30,57 ± 1,74 мкм2/мкм3. Следует отме�
тить, что с возрастом эти параметры для обеих
групп животных снижаются примерно одинако�
во – вдвое от исходного значения – с 41,3 ± 1,52
до 21,47 ± 1,22 мкм2/мкм3 у Wistar и с 30,57 ±  1,74
до 16,3 ± 0,89 мкм2/мкм3 у OXYS. Однако у крыс
OXYS значения площади внутренней мембраны
на единицу объема митохондрий значительно
снижены по сравнению с кардиомиоцитами
крыс контрольной группы Wistar (16,3 ± 0,89 и
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Рис. 4. Внутренняя ультраструктура митохондрий кардио�
миоцитов крыс OXYS: а – в возрасте 3 мес., стрелками по�
казаны электронно�светлые участки; б – в возрасте 24 мес.

Рис. 3. Средние значения площади внутренней мембраны
на единицу объема митохондрий кардиомиоцитов у крыс
Wistar и OXYS при старении, * p < 0,01 против ОXYS 3 мес.;
** p < 0,01 против. Wistar 3 мес.; ^ p < 0,01 против Wistar 24
мес. Планки погрешностей соответствуют стандартной
ошибке среднего
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21,47 ± 1,22 мкм2/мкм3 соответственно). Таким
образом, как данные визуальных наблюдений,
так и морфометрический анализ ультраструкту�
ры митохондрий показывают, что у крыс OXYS
возрастные изменения ультраструктуры митохонд�
рий кардиомиоцитов возникают значительно
раньше, чем у контрольных крыс Wistar, и с воз�
растом более выражены.

В литературе для измерения различных мор�
фометрических параметров клеток и тканей в
большинстве случаев применялись и применя�
ются системы точек и тестовых линий, предло�
женные еще А.А. Глаголевым [30] и впослед�
ствии описанные Вейбелем [23]. Доля точек, по�
павших на профили структур, а также число пе�
ресечений с тестовыми линиями определяют от�
носительный объем, площадь, среднюю длину,
ширину органелл и другие параметры. В част�
ности, такой метод применялся для исследова�
ния миокарда сирийских хомяков при старении
[31]. В этой работе было показано, что с возрас�
том происходит значительное снижение объема
саркоплазматического ретикулума при одновре�
менном увеличении количества жировых ка�
пель. Также снижались и средние значения пло�
щади поверхности внутренней мембраны на
единицу объема митохондрии. Френзелем и
Фейманом было выявлено снижение объемной
доли митохондрий в левом и правом желудочках
сердца у 2�летних крыс Wistar по сравнению с
6�недельным контролем. Средний размер мито�
хондрий уменьшался, соответственно, на 36 и
11% для левого и правого желудочков [32]. 

Для морфометрии кардиомиоцитов также
применялись и другие методы, такие как под�
счет профилей структур вручную на электрон�
но�микроскопических снимках, а также анализ
изображений с помощью специально разрабо�
танного программного обеспечения. Анализ

изображений в этих методах был также основан
на базовом методе подсчета точек и отрезков
[33, 34]. Вышеперечисленные методы зачастую
требуют разработки специальных тест�систем,
лучше всего удовлетворяющих условиям кон�
кретного исследования. Возможно, этим объяс�
няется тот факт, что в исследованиях подобного
рода уделяется внимание в основном оценке
состояния ткани в целом либо динамике изме�
нений количества миофибрилл, при этом мор�
фометрия внутренней организации митохонд�
рий кардиомиоцитов изучена мало, поскольку
использование систем из точек и отрезков для
анализа внутренней организации митохондрий
не может дать точную, объективную и статисти�
чески достоверную оценку состояния ультра�
структуры митохондрий. Мы попробовали пол�
ностью отказаться от общепринятого использо�
вания систем точек и отрезков. Результаты, по�
лученные в предварительных исследованиях
при разработке данного метода, показали эф�
фективность нашего подхода [35]. Используе�
мый нами в настоящее время метод значительно
упрощает процесс морфометрических измере�
ний, открывает хорошие возможности для его
дальнейшей оптимизации с привлечением тех�
нологий распознавания изображений. По наше�
му мнению, применение морфометрических ме�
тодов исследования в сочетании с гистологичес�
кими и биохимическими методами чрезвычайно
перспективно не только для выявления и пони�
мания корреляции между параметрами ультра�
структуры митохондрий и их функциональным
состоянием, но и для оценки функционального
состояния ткани в целом.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РНФ (проект 14�50�00029).
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Our morphometric study of mitochondrial ultrastructure in cardiomyocytes of the 3� and 24�month�old Wistar and
OXYS rats fully confirms and supplements earlier electron�microscopic observations revealing significant decrease in
ratio of inner membrane and mitochondrial volume during aging. Three�month�old OXYS rats have considerably
lower ratio comparing to three�month�old Wistar rats – 30.57 ± 1.74 and 41.3 ± 1.52 μm2/μm3 respectively. With age,
almost two�fold decrease in mean ratio of inner membrane plus cristae to mitochondrial volume is shown for both Wistar
and OXYS rats, but 24�month�old OXYS rats have 25% lower values than Wistar – 16.3 ± 0.89 and 21.47 ± 1.22 μm2/μm3

respectively. A novel method of morphometry developed and used for this analysis facilitates morphometric measure�
ments and suggests further improvement and optimization using image recognition algorithms.
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