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Аннотация. В  статье представлены данные по  изучению влияния конеч-

ных продуктов гликирования на  течение вирус-ассоциированного острого 

повреждения лёгких (ОПЛ) у животных с преморбидной патологией в виде 

аллоксан-индуцированного сахарного диабета (АИСД) и  метотрексат-ин-

дуцированной иммуносупрессии (МИИС). Моделирование вирус-ассоци-

ированного ОПЛ осуществляли путём интраназального введения вируса 

гриппа штамма A/California/7/09МА в  дозе LD50. Оценку тяжести течения 

ОПЛ проводили по уровню сатурации гемоглобина крови кислородом и па-

томорфологическим изменениям в  лёгких. Содержание КПГ определяли 

в супернатанте гомогенатов лёгких по уровню флуоресценции. Проведённое 

исследование показало значимую роль конечных продуктов гликирования 

в  отягощении течения ОПЛ на  фоне АИСД, но  не  на  фоне МИИС. Получен-

ные результаты могут быть использованы для разработки новых подходов 

к коррекции вирус-ассоциированного ОПЛ с учётом особенностей патогене-

тических звеньев сопутствующих заболеваний.

Ключевые слова: конечные продукты гликирования, острое повреждение 

легких, грипп, сахарный диабет, иммуносупрессия.

Введение

Известно, что в  период эпидемии гриппа количе-
ство пациентов с тяжёлыми осложнениями резко 
возрастает, а  применение этио- и  патогенетиче-

ской терапии не всегда является достаточным [1; 2]. Так, 
однимииз осложнений гриппозной инфекции является 
острое повреждение лёгких (ОПЛ) и  его отягощённая 
форма — острый респираторный дистресс-синдром 
(ОРДС). По  данным клинических исследований у  боль-
ных с  ОПЛ/ОРДС, получавших комплексную терапию, 
частота летального исхода доходила до 40% [3; 4; 5]. Про-
гредиентное развитие дыхательной недостаточности 
у  данной категории больных влияет на  ряд обменных 
процессов, в том числе нарушая процесс кислородзави-

симого окислительного фосфорилирования, в  котором 
глюкоза распадается до  воды и  углекислого газа. В  ре-
зультате возрастает доля анаэробной (неферментатив-
ной) утилизации глюкозы, приводящей к  образованию 
конечных продуктов гликирования (КПГ). Последние 
играют значительную роль в отягощении течения ОПЛ/
ОРДС, потенцируя воспалительные процессы и участвуя 
в  непосредственном повреждении клеточной стенки 
эпителиоцитов респираторного тракта [6; 7]. Негатив-
ная роль чрезмерного накопления КПГ отмечена и в па-
тогенезе осложнений широкого спектра заболеваний, 
в том числе, являющихся крайне неблагоприятным пре-
морбидным фоном при гриппозной инфекции [8; 9; 10]. 
В  связи с  этим, представлялось актуальным изучение 
влияния КПГ на степень тяжести поражения легких у за-
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раженных мышей при наличии преморбидной патоло-
гии различного генеза.

Целью данной работы явилось изучение вклада КПГ 
в  отягощение течения вирус-ассоциированного ОПЛу 
животных с  аллоксан-индуцированным сахарным диа-
бетом (АИСД) в сравнении с животными, у которых пре-
морбидной патологией являлась метотрексат-индуци-
рованная иммуносупрессия (МИИС).

Материалы и методы

Эксперименты были выполнены на  беспородных 
мышах самках (n=115), полученных из  ФГУП «Питом-
ник лабораторных животных «Рапполово» РАН (Ленин-
градская область). Все манипуляции осуществлялись 
в соответствии с директивой 2010/63/EU Европейского 
парламента и  совета Европейского союза по  охране 
животных, используемых в  научных целях (Rus-LASA, 
2012).

Вирус-ассоциированное ОПЛ моделировали путем 
интраназального введения штамма вируса гриппа A/
California/7/09МА (H1N1) pdm09 в дозе, равной LD50 (10–
3,4 в десятикратном разведении), определенной в пред-
варительных экспериментах по  методике Рида-Менча 
[11]. Штамм вируса гриппа A/California/7/09МА (H1N1) 
pdm09 был получен из  рабочей коллекции ФГБУ «НИИ 
гриппа им.  А. А. Смородинцева» Минздрава России. Ви-
русную природу ОПЛ подтверждали постановкой ре-
акции гемагглютинации по  образования характерного 
«зонтика» в смеси [12].

С  целью создания у  животных АИСД аллоксан мо-
ногидрат (Sigma-Aldrich, США) вводили в дозе 180 мг/
кг подкожно однократно, предварительно определив 
уровень глюкозы в  крови, забранной из  буккального 
синуса. Концентрацию глюкозы определяли потенци-
ометрически с  помощью глюкометра (Германия). Че-
рез 10 дней у животных определяли уровень глюкозы 
в  крови повторно. Критерием включения животных 
в  эксперимент являлось увеличение концентрации 
глюкозы в  2,5 раза и  выше по  отношению к  фоновым 
показателям[13]. Формирование МИИС вызывали вве-
дением метотрексата (Эбеве Фарма, Австрия) в  дозе 
1,25 мг/кг внутрибрюшинно один раз в 3 дня в течение 
3-х недель [14].

Экспериментальные животные были разделены на 4 
группы: группа № 1 — интактные животные (n=15); груп-
па № 2 — инфицированные мыши, получавшие 0,9% 
NaCl (n=40); группа № 3 — инфицированные мыши с пре-
морбидным фоном в  виде АИСД (n=60); группа № 4 — 
инфицированные мыши с преморбидным фоном в виде 
МИИС (n=60).

Животные из 2-й, 3-ей и 4-й группы были разделены 
на  равные подгруппы. В  первых подгруппах оценива-
ли уровень летальности. Во  вторых подгруппах часть 
животных подвергали плановой эвтаназии на  4-е и  7-е 
сутки после инфицирования с  целью забора биомате-
риала. Оценку уровня сатурации гемоглобина крови 
кислородом проводили по  методике Джонкинса [15]. 
Оценку оптической плотности растворов гемоглобина 
осуществляли на приборе АБхФк-02–«НПП-ТМ» (Россия). 
Концентрацию КПГ определяли путём оценки уровня 
флуоресценции супернатанта гомогената лёгких при 
длинах волн: λex=360 нм, λem=440 нм на флуоресцент-
ном модуле прибора CLARIOstar (Германия) [16].

Легких животных после плановой эвтаназии, фикси-
ровали в  10% формалине (pH=7,4), срезы окрашивали 
гематоксилин-эозином [17]. Степень поражения лёгких 
была оценена по  методике, предложенной American 
Thoracic Society [18].

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 
выборками применяли тесты Краскела–Уоллиса и  Ман-
на–Уитни. Представленные в  таблицах и  на  рисунках 
данные указаны в виде среднего арифметического и его 
ошибки (Mean±SE). Динамика выживаемости представ-
лена на  кривых Каплана-Мейера, достоверность раз-
личий вычисляли с помощью критерия Мантела–Кокса. 
Различия считали статистически значимыми при p≤0,05. 
Корреляционный анализ проведен при помощи теста 
ранговой корреляции Спирмена [19, 20].

Результаты и обсуждение

Гибель опытных животных происходила в  период 
с 7-го по 13-й день после инфицирования. Общая леталь-
ность в период наблюдения у животных с АИСД и МИИС 
составила 70%, что было несколько выше, чем у мышей, 
получавших 0,9% раствор NaCl (50%). Значимых ме-
жгрупповых различий выявлено не было.

Оценка уровня КПГ по величине флуоресценции в су-
пернатанте легких у животных из всех опытных групп про-
демонстрировала прогредиентный характер их накопле-
ния в  течение эксперимента. Максимальное увеличение 
уровня КПГ на обоих сроках регистрации было отмечено 
у животных с АИСД. При этом межгрупповые различия но-
сили значимый характер (р=0,0317) на 4-е сутки течения 
инфекционного процесса. Оценка величины сатурации ге-
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моглобина крови кислородом у всех инфицированных жи-
вотных показала прогрессирующее падение уровня дан-
ного показателя в процессе развития ОПЛ. Максимально 
выраженный характер нарушения легочного газообмена 
был отмечен на 7-е сутки эксперимента у мышей с АИСД.

Данные представлены на рисунке № 1.

Патоморфологическое исследование показало нали-
чие кровоизлияний в лёгких у животных из всех опытных 
групп, площадь которых прогрессивно увеличивалась 
с  4-х по  7-е сутки после инфицирования. Гистологиче-
ское исследование выявило рост клеточных инфиль-
тратов и  отёчных проявлений в  лёгочной паренхиме. 
Наблюдалось полнокровие сосудов, альтерация альве-
олоцитов, сопровождавшееся десквамацией клеток, 
оголением базальной мембраны, скоплением дебриса 
в  альвеолярном пространстве. При этом наблюдаемые 
изменения у мышей с АИСД на 4-е сутки были более вы-
ражены, чем у мышей с МИИС.

Полуколичественная оценка поражения лёгочной 
паренхимы показала рост повреждения лёгких мышей 

с преморбидной патологией на 4-е и 7 сутки после ин-
фицирования по  отношению к  животным, получавшим 
плацебо. При этом у мышей с АИСД данный рост носил 
значимый характер, как на 4-е, так и 7-е сутки, в то вре-
мя как у мышей с МИИС данные различия носили харак-
тер тенденции. В свою очередь у мышей с эксперимен-
тальным сахарным диабетом рост повреждения лёгких 
на 4-е сутки значимо превышал таковой у мышей с экс-
периментальной иммуносупрессией. Поражений в  лёг-
ких интактных животных не наблюдали (0,03±0,00 балла 
при полуколичественной оценке). Данные приведены 
в таблице 1.

Проведённый корреляционный анализ выявил раз-
личия во взаимосвязи между степенью поражения лег-
ких и  уровнем КПГ у  животных с  различной премор-
бидной патологией. Так, у  мышей с  АИСД наблюдалась 
значимая обратная зависимость между уровнем КПГ 
и  функциональной активностью лёгких, оценённой 
по величине уровня насыщения гемоглобина крови кис-
лородом (r= –0,8039 при p=0,0162), в отличие от живот-
ных с МИИС (r= –0,4256 при р=0,2931).Отмечено наличие 
взаимосвязи между ростом уровня КПГ и  выраженно-

Рис. 1. Динамика изменения уровня сатурации гемоглобина крови кислородом (%) и концентрации КПГ 
в ткани лёгких по уровню флуоресценции(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.

ИНТ — интактные мыши (группа № 1, n=15); NaCl — инфицированные мыши без преморбидной 
патологии (группа № 2, n=40); АИСД –инфицированные мыши с АИСД(группа № 3, n=60); МИИС — 

инфицированные мыши с МИИС (группа № 4, n=60).
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стью повреждения лёгочной паренхимы у  инфициро-
ванных мышей с преморбидными патологиями, при этом 
корреляционная зависимость у  мышей с  АИСД была 
более выражена по  сравнению с  животными с  МИИС 
(r=0,8701 при р=0,0050, r=0,7605 при p=0,0285).

Заключение

Проведённое сравнительное исследование выявило 
различную степень вовлеченности КПГ в  отягощение 
ОПЛ, индуцированного вирусом гриппа A/H1N1pdm 09 
в условиях преморбидной патологии различного генеза. 
Наряду с более выраженным ростом КПГ у мышей с обе-
ими преморбидными патологиями по  сравнению с  жи-
вотными, получавшим плацебо, наиболее значительный 
прирост данных продуктов наблюдался у мышей с АИСД. 
Аналогично и  степень вовлеченности КПГ в  развитие 
ОПЛ была значимо выше у животных с сахарным диабе-

том, чем у мышей с иммуносупрессией, по показателям 
степени насыщения гемоглобина кислородом и повреж-
дения легочной паренхимы.

Наблюдаемые различия могут быть объяснены изна-
чально высокой концентрацией глюкозы при АИСД, что 
провоцирует чрезмерное образование предшествен-
ников КПГ в условиях развивающейся гипоксии [21; 22]. 
В  то  же время антиметаболит метотрексат, вследствие 
своего специфического механизма действия, вызывает 
повреждение ДНК, что лежит в основе нарушения про-
цессов синтеза белков, являющихся необходимым суб-
стратом для избыточного образования КПГ [9; 10; 23].

Полученные результаты могут быть полезными при 
разработке новых подходов к экспериментальной тера-
пии ОПЛ/ОРДС вирусного генеза с учетом особенностей 
патогенеза преморбидной патологии.
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