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Аннотация. В статье представлены данные по сравнительной оценке 
протективных свойств блокаторов накопления конечных продуктов гли-
кирования (КПГ) аминогуанидина бикарбоната и пиридоксина гидрохло-
рида в отношении острого повреждения легких/острого респираторного 
дистресс-синдрома (ОПЛ/ОРДС) у мышей, зараженных вирусом гриппа  
А/H1N1pdm09. Воспроизведение модели ОПЛ/ОРДС осуществляли методом 
интраназальной инокуляции вируса гриппа штамма A/California/7/09МА 
в дозе 1 LD50. Оценку выраженности течения ОПЛ/ОРДС проводили по ве-
личине сатурации гемоглобина кислородом и патоморфологическим из-
менениям в лёгких. Содержание КПГ в лёгких определяли в супернатанте 
гомогената органа по уровню флуоресценции. Проведённое исследование 
показало, что оба соединения способствовали ограничению степени гипок-
сии и повреждения легких, а также накопления КПГ на различных этапах 
формирования ОПЛ/ОРДС. По совокупности данных показателей аминогуа-
нидин бикарбонат проявил более выраженные протективные свойства, чем 
пиридоксина гидрохлорид. 

Полученные результаты являются основанием для углубленного изучения 
механизмов подавления образования КПГ и поиска новых соединений, пре-
пятствующих их накоплению.

Ключевые слова: конечные продукты гликирования, острое повреждение 
легких/острый респираторный дистресс-синдром, гриппозная инфекция.
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Summary. This article evaluates the protective properties of blockers of 
advanced glycation end products (AGE) aminoguanidine bicarbonate 
and pyridoxine hydrochloride against virus-associated acute lung injury 
/ acute respiratory distress syndrome (ALI/ARDS). ALI/ARDS model was 
performed by intranasal inoculation of the influenza A/California/7/09MA 
virus at a dose of 1 LD50 in mice. The severity of ALI/ARDS was assessed 
by the level of hemoglobin oxygen saturation and pathomorphological 
changes in the lungs. AGE’s level was measured in the supernatant 
of the lung’s homogenate by fluorescence. Both compounds showed 
significant role in correction of hypoxia and lung’s damage, as well as the 
accumulation of AGE’s at various stages of ALI/ARDS. At the same time 
aminoguanidine bicarbonate showed more protective properties than 
pyridoxine hydrochloride.

Obtained results are the reason for study of the mechanisms of suppressing 
the formation of AGEs and searching for new compounds that prevent 
their accumulation.

Keywords: advanced glycation end products, acute lung injury / acute 
respiratory distress syndrome, influenza infection.
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Введение

В период пандемии гриппозной инфекции, вызван-
ной вирусом гриппа A/H1N1pdm09 в  2009  году, 
у  больных с  высокой частотой наблюдалось раз-

витие ОПЛ и  его наиболее тяжёлой формы — ОРДС [1; 
2]. При этом несмотря на специфическую этио- и патоге-
нетическую терапию доля летальных исходов доходила 
до 30% [3; 4].

В  связи с  этим продолжается поиск новых средств 
фармакотерапии, направленных, в  первую очередь, 
на  ограничение системной воспалительной реакции, 
как основного патогенетического звена ОПЛ/ОРДС [5–9]. 
В настоящее время известно, что наряду с Толл-подобны-
ми рецепторами и рецепторами цитокинов, существен-
ное провоспалительное действие оказывают конечные 
продукты гликирования [10–12]. Последнее подразуме-
вает необходимость поиска возможных путей коррек-
ции их накопления. Так, была показана позитивная роль 
ряда блокаторов данного процесса при моделировании 
каррагинанового локального воспаления, паразитарной 
инфекции, КПГ-опосредованного аортита [13–15]. В  ос-
нове механизма их действия может лежать как прямое 
связывание промежуточных продуктов гликирования 
путём образования ковалентных связей (аминогуани-
дин, 2,3-диаминофеназин, OPB-9195) [16], так и  предот-
вращение самоокисления глицеральдегид-3-фосфата 
до  метилглиоксаля (основного предшественника КПГ) 
(пиридоксин, тиамин, бенфотиамин) [16; 17]. При этом 
тиамин и  бенфотиамин сдвигают процесс утилизации 
молекулы глюкозы в  сторону пентозо-фосфатного пути 
за  счет активации тиамин-зависимой транскетолазы 
[18], а пиридоксин и его метаболиты пиридоксаль и пи-
ридоксаль фосфат способствуют снижению выраженно-
сти оксидативного стресса путём связывания свободных 
гидроксильных радикалов (•ОН) [19–20]. Накопление по-
следних в митохондриях вызывает снижение активности 
глицеральдегид-3-фосфат дегидрогеназы, что приводит 
к  замедлению ферментативной утилизации субстрата 
[16].

Целью настоящей работы являлось сравнительное 
изучение эффективности блокаторов накопления КПГ 
различного механизма действия при заражении мышей 
вирусом гриппа A/H1N1pdm09 в дозе, равной 1 ЛД50.

Материалы и методы

Эксперименты были проведены на  беспородных 
мышах (n=135), полученных из ФГУП «Питомник лабора-
торных животных «Рапполово» РАН (Ленинградская об-
ласть)». Все манипуляции осуществляли в соответствии 
с  директивой 2010/63/EU Европейского парламента 
и Европейского союза по охране животных, используе-

мых в  научных целях (Rus-LASA, 2012). Проведение ра-
боты одобрено на заседании этического комитета ФГБУ 
«НИИ гриппа им.  А. А. Смородинцева» Минздрава Рос-
сии» (протокол № 100 от 15.12.2015).

ОПЛ моделировали путём интраназальной инокуля-
ции вируса гриппа штамма A/California/7/09 МА (H1N1) 
pdm09 в  дозе, равной 1 LD50 (3,4 log10 EID), опреде-
лённой в предварительных экспериментах по методике 
Рида-Менча [21]. Вирусную природу ОПЛ подтверждали 
постановкой реакции гемагглютинации по образованию 
характерного «зонтика» в смеси [22].

Экспериментальные животные были разделены на 4 
группы: группа № 1 — интактные животные (n=15); груп-
па № 2 — инфицированные мыши, получавшие подкожно 
(п/к) фосфатно-солевой буфер (n=40); группа № 3 — ин-
фицированные мыши, получавшие пиридоксина гидрох-
лорид п/к 25  мг/кг (n=40); группа № 4 — инфицирован-
ные мыши, получавшие аминогунидин бикарбонат п/к 
25 мг/кг (n=40). Изучаемые соединения вводили в тече-
ние первых 7-ми дней после инфицирования. Животные 
внутри 2-й, 3-ей и 4-й группы были разделены на равные 
подгруппы. В  первых подгруппах оценивали уровень 
летальности. Во  вторых подгруппах часть животных 
подвергали плановой эвтаназии на 4-е и 7-е сутки после 
инфицирования с  целью забора биоматериала. Оценку 
уровня сатурации гемоглобина крови кислородом про-
водили по  методике Джонкинса [23]. Оценку оптиче-
ской плотности растворов гемоглобина осуществляли 
на  приборе АБхФк-02–«НПП-ТМ» (Россия). Концентра-
цию КПГ определяли путём оценки уровня флуоресцен-
ции супернатанта гомогената лёгких при длинах волн: 
λex=360 нм, λem=440 нм на  флуоресцентном модуле 
прибора CLARIOstar (Германия) [24]. Легкие животных 
после плановой эвтаназии фиксировали в 10% формали-
не (pH=7,4), срезы окрашивали гематоксилин-эозином 
[25]. Степень поражения лёгких оценивали по методике 
[26], заключающейся в  подсчёте типовых патоморфо-
логических проявлений ОПЛ/ОРДС, наблюдаемых при 
микроскопировании гистологических препаратов в  20 
полях при увеличении ×400, с  последующим присвое-
нием баллов. Выраженность повреждения оценивали 
по формуле 1.

 (1)

где A (количество нейтрофилов в  альвеолах), B (ко-
личество нейтрофилов в  интерстиции), C (количество 
гиалиновых мембран), D (наличие белкового дебриса 
в воздушном пространстве), E (утолщение альвеолярной 
перегородки).
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Оценку статистической значимости различий про-
водили при помощи программы Graphpad Prism 8. Для 
регистрируемых количественных параметров рассчиты-
вали показатели описательной статистики, включавшие 
в  себя среднее арифметическое значение параметра 
в  группе (Mean), стандартное отклонение параметра 
(Std.Dev., SD), стандартную ошибку среднего (Std.Err., SE), 
25-й и 75-й процентили. Для оценки различий между вы-
борками применяли тесты Краскела–Уоллиса и Манна–
Уитни. Представленные в таблице и на рисунках данные 
указаны в виде среднего арифметического и его ошибки 
(Mean±SE). Достоверность различий вычисляли с помо-
щью критерия Мантела-Кокса. Различия считали стати-
стически значимыми при p<0,05 [27].

Результаты и их обсуждение

Гибель животных после заражения наблюдалась, на-
чиная с 5-х по 10-е сутки во всех опытных группах. Общая 
выживаемость в  течение эксперимента составила 35% 
в  группе № 2, 65% (p=0,1003) — в  группе, получавшей 
пиридоксина гидрохлорид, и 70% (p=0,0469) — в группе, 
получавшей аминогуанидина бикарбонат.

Анализ показателей, характеризующих развитие 
ОПЛ/ОРДС, продемонстрировал прогредиентное сниже-
ние уровня сатурации гемоглобина крови кислородом 
на 30% и на 50% (рисунок 1) и увеличение степени по-
вреждения легких в 6,5 и 11,2 раз на 4-е и 7-е сутки после 

Таблица 1. Суммарная полуколичественная оценка степени поражения лёгких (Mean±SE, баллы)

Изучаемые 
показатели
(Mean±SE)

Интактные
(гр. № 1)
(n=15)

Опытные группы и сроки исследования
4 сутки 7 сутки
Гр.№ 2
(n=5)

Гр.№ 3
(n=5)

Гр.№ 4
(n=5)

Гр.№ 2
(n=5)

Гр.№ 3
(n=5)

Гр.№ 4
(n=5)

Суммарная оценка, 
баллы

0,06±
0,00

0,39±
0,02 *

0,37±
0,01 *

0,35±
0,01 *#

0,67±
0,01 *

0,63±
0,01 *#

0,56±
0,01 *#$

Примечание: * — р<0,05 по отношению к группе № 1;# — р<0,05 по отношению к группе № 2; $ — 
р<0,05 по отношению к группе № 3 Сравнения приведены внутри своего временного отрезка.
Гр.№ 1 — интактные мыши (n=15); Гр.№ 2 — инфицированные мыши, получавшие фосфатно-солевой 
буфер; Гр.№ 3 — инфицированные мыши, получавшие пиридоксина гидрохлорид; Гр.№ 4 — 
инфицированные мыши, получавшие аминогуанидина бикарбонат).

Рис. 1. Динамика изменения уровня сатурации гемоглобина крови кислородом (%)
* — р<0,05 по отношению к группе № 1; # — р<0,05 по отношению к группе № 2; $ — р<0,05 

по отношению к группе № 3. Сравнения приведены внутри своего временного отрезка (n=5 в каждой 
опытной группе).

Гр.1 — интактные мыши (группа № 1, n=15); Гр.2 — инфицированные мыши, получавшие фосфатно-
солевой буфер (группа № 2); Гр.3 — инфицированные мыши, получавшие пиридоксина гидрохлорид 
(группа № 3); Гр.4 — инфицированные мыши, получавшие аминогуанидина бикарбонат (группа № 4).
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инфицирования, соответственно (таблица 1) у животных 
из контрольной группы (фосфатно-солевой буфер). Ана-
логичная картина наблюдалась и в отношении нараста-
ния содержания КПГ в легких (рисунок 2).

Анализ влияния изучаемых соединений на  степень 
гипоксии продемонстрировал, что на  4-е сутки экспе-
римента у  животных, получавших как аминогуанидина 
бикарбонат, так и  пиридоксина гидрохлорид, уровень 
сатурации гемоглобина кислородом не отличался от та-
кового у инфицированных мышей из группы № 2 и был 
значимо ниже, чем у  интактных особей (рисунок 1). 
На 7-е сутки эксперимента в группе животных, получав-
ших пиридоксина гидрохлорид, имело место дальней-
шее снижение значения данного показателя аналогично 
таковому у особей из контрольной группы (группа № 2). 
Аминогуанидина бикарбонат, при этом, практически 
предотвратил прогредиентное снижение уровня сатура-
ции гемоглобина кислородом (р=0,0079) по отношению 
к контрольным животным.

Оценка влияния изучаемых соединений на  сте-
пень повреждения лёгочной паренхимы показала, что 
в  условиях применения аминогуанидина бикарбона-
та наблюдалось ограничение данного процесса на  4-е 
и,  максимально, на  7-е сутки (р=0,0159 и  р=0,0079, со-
ответственно, по  отношению к  животным из  группы 
№ 2, в отличие от пиридоксина гидрохлорида, значимое 
протективное действие которого имело место только 

к окончанию эксперимента (р=0,0317). При этом на дан-
ном этапе развития патологии аминогуанидина бикар-
бонат по  своей эффективности значимо превосходил 
пиридоксина гидрохлорид. Таким образом, по совокуп-
ности типовых показателей, характеризующих развитие 
ОПЛ/ОРДС, аминогуанидин бикарбонат проявил более 
выраженные протективные свойства, чем пиридоксина 
гидрохлорид.

Применение обоих изучаемых соединений привело 
к  неоднозначному ограничению роста КПГ на  различ-
ных сроках формирования ОПЛ/ОРДС. Так, на 4-е сутки 
эксперимента у  животных, получавших пиридоксина 
гидрохлорид, рост уровня КПГ в  легких отсутствовал 
(р=0,0079), в то время как применение аминогуанидина 
способствовало частичному ограничению прироста их 
концентрации (в 3,3 раза по отношению к контрольным 
животным, р=0,0079). На 7-е сутки эксперимента в обеих 
группах животных, получавших изучаемые соединения, 
наблюдалось дальнейшее повышение уровня КПГ по от-
ношению к интактным особям. При этом степень выра-
женности данного показателя только у мышей, которым 
вводили аминогуанидина бикарбонат, была значимо 
ниже в сравнении с животными из контрольной группы 
((р=0,0079).

Выявленные различия в  действии изучаемых сое-
динений на  уровень КПГ на  начальном и  последующем 
этапах формирования ОПЛ/ОРДС могут быть связаны 

Рис. 2. Динамика накопления КПГ в ткани лёгких (Fl/г).
* — р<0,05 по отношению к группе № 1; # — р<0,05 по отношению к группе № 2; $ — р<0,05 

по отношению к группе № 3. Сравнения приведены внутри своего временного отрезка (n=5 в каждой 
опытной группе).

Гр.1 — интактные мыши (группа № 1, n=15); Гр.2 — инфицированные мыши, получавшие фосфатно-
солевой буфер (группа № 2, n=5); Гр.3 — инфицированные мыши, получавшие пиридоксин (группа № 3, 

n=5); Гр.4 — инфицированные мыши, получавшие аминогуанидин (группа № 4, n=5).
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с  особенностями механизма их воздействия на  процесс 
накопления данных продуктов. Так, в основе действия пи-
ридоксина гидрохлорида лежит связывание свободных 
гидроксильных радикалов, рост которых приобретает 
«взрывной» характер по мере усугубления повреждения 
легких вследствие чрезмерной генерации их фагоцитами, 
с одной стороны, и развивающейся функциональной не-
достаточностью антиоксидантной защиты, с  другой сто-
роны [28]. Этим можно объяснить эффективность данного 
соединения в отношении накопления КПГ на начальном 
этапе формирования патологии и  нивелирование тако-
вого действия в дальнейшем. Аминогуанидина бикарбо-
нат предотвращает накопление КПГ путем образования 
ковалентных связей с промежуточными продуктами гли-

кирования (в частности, с продуктами реакции Амадори). 
По-видимому, в  этом случае влияние окислительного 
стресса на данный процесс не играет существенной роли 
[16], что и объясняет возрастающую эффективность ами-
ногуанидина бикарбоната по  мере увеличения продол-
жительности введения опытным животным.

Заключение

Полученные результаты являются основанием для 
дальнейшего изучения возможности применения бло-
каторов образования КПГ различного механизма дей-
ствия с  целью коррекции течения экспериментального 
ОПЛ/ОРДС вирусного генеза.
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