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Настоящая работа посвящена изучению эффектов сочетанного применения лейтрагина, 
стабилизированного аналога эндогенного гексапептида динорфин 1-6, и легочного сурфактанта-БЛ 
на выживаемость животных в экспериментальной фатальной модели «цитокинового шторма» 
и острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС) у мышей линии C57Bl/6Y. Введение лейтра-
гина и легочного сурфактанта-БЛ в сочетанном режиме приводило к статистически значимому по-
вышению выживаемости и снижению риска гибели животных с ОРДС по сравнению с контролем. 
Показано, что подавление продукции провоспалительных цитокинов в легких с одновременным 
восполнением потерь эндогенного сурфактанта за счет введения экзогенного легочного сурфактанта 
является многообещающим новым фармакологическим подходом к лечению ОРДС, сопровождаю-
щегося «цитокиновым штормом».
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This study aims to investigate effects of leutragin — a stabilized analogue of the endogenous hexapeptide 
dynorphin 1-6 — in combination with pulmonary surfactant-BL on animal survival in an experimental fatal 
model of “cytokine storm” and acute respiratory distress syndrome (ARDS) in C57Bl/6Y mice. Compared 
to the control, administration of leutragin and pulmonary surfactant-BL in a combined regimen led to a sta-
tistically signifi cant increase in the survival rate and a decrease in the risk of death in animals with ARDS. 
It was shown that the suppression of proinfl ammatory cytokine production in the lungs with a simultaneous 
replenishment of the endogenous surfactant with an exogenous pulmonary surfactant is a promising new 
pharmacological approach to the treatment of ARDS accompanied by a “cytokine storm”.
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Введение
Острый респираторный дистресс-син-

дром (ОРДС) — это остро возникаю-
щее диффузное воспалительное пораже-
ние паренхимы легких, развивающееся 
как неспецифическая реакция на различ-
ные повреждающие факторы и приводя-
щее к формированию острой дыхательной 
недостаточности вследствие нарушения 
структуры легочной ткани и уменьшения 
массы аэрированной легочной ткани. ОРДС 
может возникать как результат действия 
прямых повреждающих факторов, таких 
как лёгочная инфекция, тупая травма гру-
ди, аспирационный синдром, а также не-
прямых повреждающих факторов, таких 

как шок, сепсис, острый панкреатит, трав-
ма и кровопотеря [2, 14]. Наиболее часты-
ми причинами развития ОРДС являются 
сепсис (46,8%), пневмония (44,9%) и шок 
(44,4%), а смертность от ОРДС может до-
стигать 45% [8, 10]. Новая коронавирусная 
инфекция COVID-19 также может приво-
дить к развитию острого тяжелого респира-
торного синдрома [17]. В настоящее время 
отсутствуют эффективные фармакологиче-
ские средства лечения ОРДС, что требует 
продолжения исследований в этой области.
ОРДС характеризуется нерегулируе-

мым воспалением, сопровождающимся 
значительным ростом уровней провоспа-
лительных медиаторов в легких, быстрой 
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миграцией нейтрофилов в альвеолярное 
пространство, эндотелиальным поврежде-
нием и дисфункцией, агрегацией тромбо-
цитов и образованием микротромбов, ин-
терстициальным и альвеолярным отеком, 
гибелью альвеолярных эпителиальных 
клеток, активацией макрофагов и диффуз-
ным альвеолярным поражением легких 
[13]. Миграция нейтрофилов в легкие и их 
последующая дегрануляция под действи-
ем воспалительных факторов, в частности 
IL-6 [7], приводит к высвобождению про-
теаз нейтрофилов, в основном эластазы, 
и запускает процесс протеолитической де-
градации легочной ткани, в т. ч. легочного 
сурфактанта, обеспечивающего упруго-ме-
ханические свойства легких.
Легочный сурфактант млекопитающих 

состоит примерно на 90% из липидов, 
в основном фосфатидилхолина, и на 10% — 
из белковой фракции [9]. Деградация че-
тырех основных белка сурфактанта, из-
вестных как SP-A, SP-B, SP-C и SP-D, 
под действием эластазы нейтрофилов ведет 
к потере упругости легких и вносит суще-
ственный вклад в развитие ОРДС в услови-
ях «цитокинового шторма» [11, 12, 16].
Легочные сурфактанты — как выделяе-

мые из легких крупных млекопитающих, 
так и получаемые синтетическим пу-
тем — успешно используются в лечении 
респираторного синдрома новорожденных 
как средства, компенсирующие временный 
дефицит эндогенного сурфактанта. Однако 
многочисленные клинические испытания 
коммерческих легочных сурфактантов 
в целом не показали достаточную эффек-
тивность в лечении ОРДС у взрослых [5]. 
Исключением является сурфактант-БЛ — 
препарат, выделенный из легких крупно-
го рогатого скота, для которого известно, 
что он снижал смертность от ОРДС у боль-
ных с сепсисом, тяжелой комбинированной 
травмой, ингаляционными поражениями, 
осложнениями при операциях на грудной 
клетке, реторакотомии, при реперфузион-

ном синдроме, операциях на сердце и аор-
те, а также при тяжелой патологии в аку-
шерско-гинекологической клинике [1, 15]. 
Однако эффективность сурфактанта-БЛ ра-
нее не изучалась на моделях «цитокинового 
шторма».
Лейтрагин представляет собой искус-

ственный гексапептид, имеющий амино-
кислотную последовательность Tyr-D-
Ala-Gly-Phe-Leu-Arg, соответствующую 
структуре фрагмента динорфина 1-6, в ко-
тором остаток Gly во втором положении 
заменен на D-Ala для повышения устой-
чивости пептида к действию эндогенных 
пептидаз. Лейтрагин значительно снижает 
смертность от ОРДС в экспериментальной 
модели ОРДС и «цитокинового шторма», 
как уже было показано в одной из статей 
настоящего выпуска. Этот эффект лейтра-
гина связан с ингибированием экспрессии 
провоспалительных цитокинов и, в первую 
очередь, снижением уровней мРНК и белка 
интерлейкина-6 (IL-6) в легких животных 
с ОРДС.
Учитывая известную роль «цитокиново-

го шторма» как триггера протеолитической 
деградации эндогенного легочного сурфак-
танта, представляется обоснованным но-
вый фармакологический подход к лечению 
ОРДС, включающий подавление продук-
ции провоспалительных цитокинов в лег-
ких с одновременным восполнением выз-
ванных протеолизом потерь эндогенного 
сурфактанта за счет введения экзогенного 
сурфактанта.

Целью настоящей работы было иссле-
дование эффективности комбинирован-
ного введения лейтрагина и легочного 
сурфактанта-БЛ в снижении гибели жи-
вотных на экспериментальной модели фа-
тального ОРДС с выраженными признака-
ми «цитокинового шторма», подобными 
тем, что наблюдаются у пациентов с тяже-
лым течением коронавирусной инфекции 
COVID-19.
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Материалы и методы
Материалы
Реагенты были получены от Invitrogen 

или Sigma-Aldrich («Merck», Сент-Луис, 
США). Сурфактант-БЛ был предостав-
лен ООО «Биосурф» (Санкт-Петербург, 
Россия).

Животные
Исследования проводились в Научном 

центре биомедицинских технологий 
Федерального медико-биологическо-
го агентства (ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России) на мышах линии C57Bl/6Y, сам-
ках в возрасте около 2,5 мес., началь-
ной средней массой 20±2,0 г. Животные 
были получены из филиала «Столбовая» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России 
(Московская обл.) и отобраны в экспе-
римент методом рандомизации. Мышей 
содержали в микроизоляторной системе 
Rair IsoSystem по 5 особей. Животные со-
ответствовали категории конвенциональ-
ных. Они получали стандартный комби-
корм гранулированный полнорационный 
для лабораторных животных (экструди-
рованный) ПК-120 ГОСТ Р 51849-2001 
Р.5. Водопроводная очищенная вода всем 
животным давалась ad libitum в стандарт-
ных поилках. Животные содержались 
в контролируемых условиях окружающей 
среды при температуре воздуха 18–22°С, 
относительной влажности 60–70% и ес-
тественно-искусственном освещении 
с циклом 12/12. Вновь прибывшие жи-
вотные находились на карантине 7 дней 
в клетках. Все эксперименты проводи-
лись в соответствии с этическими прин-
ципами и нормативными документами, 
рекомендованными Европейской конвен-
цией о защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментов, а так-
же в соответствии с Приказом Минздрава 
России от 01.04.2016 г. № 199н «Об ут-
верждении Правил надлежащей лабора-
торной практики» [3, 4, 6].

Модель острого респираторного 
дистресс-синдрома (ОРДС)
Животным индуцировали острое пора-

жение легких и респираторный дистресс-
синдром последовательным введением 
α-галактозилцерамида, ингаляционно в до-
зе 1 мкг/мышь, и через 24 ч — комбинации 
липополисахарида E. coli в количестве 
300 мкг/мышь с добавлением 100 мкг/мышь 
мурамилпептида и 10 мкл/мышь полного 
адъюванта Фрейнда, здесь и далее обо-
значаемой как «LPS», интратрахеально 
под общим наркозом.

Введение препаратов
Для оценки эффекта сочетанного введе-

ния лейтрагина и сурфактанта-БЛ мыши 
были разделены на 5 групп по 20 особей 
в каждой. Животным в двух контрольных 
группах вводили физ. р-р ингаляционно 
или сурфактант-БЛ ингаляционно в дозе 
25 мг/кг, один раз в день в течение 4-х 
дней. Животным в трех опытных груп-
пах индуцировали ОРДС. Через 30 мин 
после индукции ОРДС и далее ежедневно 
в течение последующих трех дней жи-
вотные получали физ. р-р ингаляционно 
(группа «LPS»), лейтрагин внутримы-
шечно в дозе 10 мкг/кг и внутрилегочно 
ингаляционно в дозе 100 мкг/кг (группа 
«LPS+L») или лейтрагин внутримышечно 
в дозе 10 мкг/кг и внутрилегочно инга-
ляционно в дозе 100 мкг/кг вместе с сур-
фактантом-БЛ в дозе 25 мг/кг (группа 
«LPS+L+Surf»).

Статистическая обработка
Для анализа кривых выживания 

Каплана — Мейера использовался лог-
ранговый тест Мантеля — Кокса, оценка 
коэффициентов риска (hazard ratio) про-
водилась по Мантелю — Ханзелу с ис-
пользованием программного обеспечения 
GraphPad Prism. Различия между группа-
ми считались статистически значимыми 
при р<0,05.
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Результаты исследований
Для того чтобы оценить эффект сочетан-

ного введения лейтрагина и сурфактанта-
БЛ на выживаемость животных в условиях 
«цитокинового шторма» и ОРДС, живот-
ным после индукции ОРДС вводили физ. 
р-р (группа «LPS»), лейтрагин (группа 
«LPS+L») или лейтрагин вместе с сурфак-
тантом-БЛ (группа «LPS+L+Surf»), как опи-
сано в разделе «Материалы и методы». 
Животные без ОРДС в двух контрольных 
группах получали физ. р-р или сурфактант-
БЛ. Выживаемость животных отслежива-
лась в течение 384 ч (16 сут), начиная с мо-
мента индукции ОРДС. Ни одно животное 
не погибло в обеих контрольных группах 
за весь период наблюдений. Результаты 
для трех групп с ОРДС представлены на ри-
сунке в виде кривых выживания Каплана — 
Мейера.
Индукция ОРДС вызвала гибель 50 

и 75% животных в течение 84 и 384 ч со-
ответственно. Однако массовая гибель 
животных снижалась при введении иссле-
дуемых препаратов. Анализ кривых вы-

живания с использованием логрангового 
теста Мантеля — Кокса показал наличие 
статистически значимых отличий между 
группами (p<0,0001). Введение лейтраги-
на животным с ОРДС статистически зна-
чимо снизило гибель животных до 10% 
(LPS+L; p<0,0001) по сравнению с гибелью 
75% животных в группе нелеченых живот-
ных с ОРДС (LPS). Лейтрагин при этом 
снизил коэффициент риска гибели (hazard 
ratio) в 10,04 раза относительно нелеченых 
животных с ОРДС. Совместное введение 
лейтрагина и сурфактанта-БЛ полностью 
предотвр атило гибель животных с ОРДС. 
Логранговый тест Мантеля — Кокса по-
казал статистически значимое отличие 
между группами «LPS+L+Surf» и «LPS» 
(p<0,0001), а также уменьшение в 15,46 раза 
коэффициента риска гибели (hazard ratio) 
в группе животных, получавших совместно 
лейтрагин и сурфактант-БЛ, относительно 
нелеченых животных с ОРДС. Кроме того, 
совместное введение лейтрагина и сурфак-
танта-БЛ снизило коэффициент риска гибе-
ли (hazard ratio) у животных с ОРДС в 7,6 

Рис. Кривые выживания Каплана — Мейера для мышей линии C57Bl/6Y с острым респираторным дистресс-
синдромом (ОРДС). Процент выживания (percent survival) животных с ОРДС, получавших физ. р-р (LPS), лей-
трагин (LPS+L) или лейтрагин вместе с сурфактантом-БЛ (LPS+L+Surf).
Fig. Kaplan — Meyer survival curves for C57Bl/6Y mice with acute respiratory distress syndrome (ARDS). Survival 
rates of animals with ARDS treated with saline (LPS), leutragine (LPS+L), or leutragine together with surfactant-BL 
(LPS+L+Surf).
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раза относительно животных с ОРДС, по-
лучавших только лейтрагин, хотя не было 
статистически значимых отличий между 
этими группами животных в логранговом 
тесте Мантеля — Кокса (p=0,15).
В целом совместное введение лейтрагина 

и сурфактанта-БЛ было наиболее эффек-
тивной терапией для повышения выжива-
емости животных с «цитокиновым штор-
мом» и ОРДС и снижения коэффициента 
риска гибели этих животных.

Обсуждение и выводы
В настоящей работе впервые показано, 

что сочетанное введение лейтрагина и легоч-
ного сурфактанта предотвращает гибель жи-
вотных в модели острого фатального респи-
раторного дистресс-синдрома. Лейтрагин, 
представляющий собой стабилизированный 
аналог эндогенного динорфина 1-6, стати-
стически значимо снижал гибель животных 
в этой модели с 75% в контроле до 10% в те-
чение периода наблюдений, составлявше-
го 384 ч. Сочетанное введение лейтрагина 
и сурфактанта-БЛ снизило смертность жи-
вотных с ОРДС до 0% на тех же сроках на-
блюдения.

Существенное дополнительное повы-
шение выживаемости животных при вну-
трилегочном введении сурфактанта-БЛ 
свидетельствует о том, что процесс дег-
радации эндогенного легочного сурфак-
танта вносит вклад в развитие ОРДС. Этот 
результат находится в согласии с извест-
ными данными о деградации основных 
белков сурфактанта — SP-A, SP-B, SP-C 
и SP-D — под действием эластазы нейтро-
филов, активность которой в легких повы-
шается в условиях «цитокинового штор-
ма» [11, 12, 16]. Деградация эндогенного 
сурфактанта ведет к потере упруго-меха-
нических свойств легких. Соответственно, 
компенсация потерь эндогенного сурфак-
танта является обоснованной стратегией 
лечения ОРДС.
В целом, полученные в настоящей рабо-

те результаты показывают, что подавление 
продукции провоспалительных цитокинов 
в легких с одновременным восполнением 
потерь эндогенного сурфактанта за счет 
введения экзогенного легочного сурфактан-
та-БЛ является многообещающим новым 
фармакологическим подходом к лечению 
ОРДС.
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