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Статья посвящена изучению изменений в клеточном составе бронхоальвеолярного лаважа во вре-
мени при моделировании острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС) у мышей с последу-
ющим однократным введением Лейтрагина. У интактных животных в бронхоальвеолярном лаваже 
преобладают макрофаги, что является физиологической нормой. При моделировании ОРДС про-
исходит нарастание нейтрофилов. Однократное введение Лейтрагина достоверно уменьшает коли-
чество нейтрофилов с одновременным нарастанием макрофагов к 72-м ч, т. о. приводя клеточный 
состав лаважа к норме.
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This article investigates changes in the cellular composition of bronchoalveolar lavage over time in the 
modeling of acute respiratory distress syndrome (ARDS) in mice, followed by a single administration of 
Leutragine. In intact animals, macrophages predominate in bronchoalveolar lavage, which is the physio-
logical norm. When modeling ARDS, neutrophils increase. A single administration of Leutragine leads to a 
signifi cant reduction in the number of neutrophils and a simultaneous increase in macrophages in 72 hours, 
thus bringing the cellular composition of lavage to normal.
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Введение
Острый респираторный дистресс-син-

дром (ОРДС) — тип дыхательной недоста-
точности, характеризующийся быстрым 
началом широкого воспалительного про-
цесса в легких [8]. ОРДС чаще возникает 
в первые 12–48 ч от начала основного забо-
левания [5] и характеризуется избыточной 
продукцией провоспалительных цитокинов 
и хемокинов, массивной инфильтрацией 
нейтрофилов в легкие, эндотелиальной 
дисфункцией, микротромбозом, интерсти-
циальным и альвеолярным отеком, гибелью 
альвеолярных эпителиальных клеток и ак-
тивацией макрофагов [9].
Лейтрагин — это гексапептид, агонист 

δ-опиоидных рецепторов с аминокислотной 
последовательностью Tyr-D-Ala-Gly-Phe-
Leu-Arg, структурный аналог фрагмента 
1–6 эндогенного опиоидного пептида ди-
норфина 1–17, полученный заменой остат-
ка Gly во втором положении на D-Ala. 
Динорфин 1–17 производится многими 
клетками, в т. ч. лейкоцитами, и подверга-
ясь биотрансформации в месте воспаления 
с образованием фрагментов, в т. ч. динор-
фина 1–6, способен ингибировать канони-
ческий путь активации транскрипционного 
ядерного фактора каппа В (NF-κB), подав-
ляя т. о. транскрипционную активацию NF-
κB-зависимых генов, кодирующих прово-
спалительные цитокины, хемокины и др. 
медиаторы воспаления [2].

Цель работы — изучение клеточного 
состава бронхоальвеолярного лаважа в мо-

дели фатального ОРДС у мышей линии 
C57Bl/6Y с последующим однократным 
введением Лейтрагина в качестве лечения.

Материалы и методы
Дизайн эксперимента
Исследования проводились в Научном 

центре биомедицинских технологий Феде-
рального медико-биологического агентства 
(ФГБУН НЦБМТ ФМБА России) на мы-
шах-самцах линии C57Bl/6Y массой 18–
21 г, полученных из филиала «Столбовая» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России и прошед-
ших 14-дневный карантин. Содержание 
и обращение с животными в эксперимен-
те соответствовали требованиям приказа 
Минздрава России от 01.04.2016 г. № 199н 
«Об утверждении Правил надлежащей ла-
бораторной практики»; правилам, принятым 
Европейской Конвенцией по защите позво-
ночных животных, используемых для экс-
периментальных и иных научных целей [3]; 
утвержденному письменному протоколу, 
в соответствии со Стандартными операци-
онными процедурами исследователя (СОП); 
санитарным правилам по устройству, обо-
рудованию и содержанию эксперименталь-
но-биологических клиник (вивариев) [7]. 
Животные содержались в вентилируемых 
клетках при температуре воздуха 20–22°C, 
относительной влажности 40–60 %, свето-
вом режиме 12:12 с включением света в 8.00. 
Использовался полнорационный корм 
ПК-120 (ООО «Лабораторкорм», Россия) 
при свободном доступе к водопроводной 
питьевой воде.
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Модель острого респираторного 
дистресс-синдрома (ОРДС)
Животные были отобраны в эксперимент 

методом рандомизации и разделены на две 
группы по 75 особей в каждой. Обеим 
группам животных вводили ингаляцион-
но внутрилегочно α-галактозилцерамид 
в дозе 1 мкг/мышь и через 24 ч под общим 
наркозом вводили интратрахеально смесь 
липополисахарида E. coli в количестве 
1 мг/мышь с добавлением 10 мкл/мышь 
полного адъюванта Фрейнда, обозначае-
мую как LPS [1]. Далее одной из групп 
через 30 мин после введения LPS ин-
галяционно вводили Лейтрагин в дозе 
100 мкг/мышь.
В каждую временную точку — 15, 

30 и 45 мин, 1, 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 18, 24, 
48 и 72 ч — выводили 5 животных из ка-
ждой группы. Точка отсчета — через 30 мин 

после ингаляции Лейтрагином. Животные 
подвергались эвтаназии, после чего отби-
рали бронхоальвеолярную легочную жид-
кость (БАЛЖ).
Получение БАЛЖ (смыва) — это проце-

дура, используемая для изучения клеточ-
ного и внеклеточного содержимого про-
странства легких [4]. В качестве жидкости 
для промывания использовали изотониче-
ский физ. р-р. Чтобы избежать поврежде-
ния тканей легкого в результате введения 
омывающей жидкости, объём составил 
1 мл [4]. Промывку делали два раза, осто-
рожно вводя раствор в легкие и выкачивая 
его обратно. Для подсчета общего количе-
ства клеток и их дифференцировки образец 
БАЛЖ прогоняли через гематологический 
анализатор Mindray BC-3600, далее цент-
рифугировали, клеточный осадок наносили 
на предметное стекло с последующей окра-

Рис. 1. Изменение процентного содержания макрофагов в БАЛЖ у мышей с ОРДС. ARDS — группа мышей 
с ОРДС, ARDS+Ley — группа мышей с ОРДС, однократно получивших Лейтрагин.
Примечание: * — статистически значимое отличие на 72 ч.
Fig. 1. Changes in the percentage of macrophages in BALF in mice with ARDS. ARDS — a group of mice with ARDS, 
ARDS+Ley — a group of mice with ARDS upon a single administration of Leutragine. 
Note: * — statistically signifi cant difference at 72 hours.
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ской. Окрашенные препараты микроскопи-
ровали для определения лейкоцитарного 
состава БАЛЖ.
Статистическую обработку проводили 

двухфакторным дисперсионным анализом 
(two-way ANOVA), пост-тест Бонферрони, 
с использованием программного обес-
печения GraphPad Prism. Уровень досто-
верности был установлен в 95 % (p<0,05). 
Статистически значимые результаты отме-
чены звёздочками.

Результаты и их обсуждение
Основным компонентом БАЛЖ здоро-

вых животных является легочный макро-
фаг (90 % от общего количества клеток). 
Содержание нейтрофилов очень мало, 
и приток этих клеток является чувстви-
тельным индикатором воспалительного 
ответа [6].

Выводы
1. Модель ОРДС характеризуется обра-

тимой двухфазной динамикой макрофагов 
(временное снижение) и нейтрофилов (вре-
менное повышение) в БАЛЖ.

2. Лейтрагин не влияет на первую фазу, 
которая характеризуется привлечением 
нейтрофилов в легкие. Однако однократ-
ное введение Лейтрагина достоверно сни-
жает процентное содержание нейтрофи-
лов к 72 ч с одновременным нарастанием 
макрофагов по сравнению с моделью. Т. о., 
Лейтрагин сокращает время восстанов-
ления нормального клеточного состава 
БАЛЖ у животных с ОРДС.

3. Исследование динамики клеточного 
состава в БАЛЖ является эффективным 
методом изучения воспалительных процес-
сов в легких, а также поиска препаратов, 
подавляющих воспаление.

Рис. 2. Изменение процентного содержания нейтрофилов в БАЛЖ у мышей с ОРДС. ARDS — группа мышей 
с ОРДС, ARDS+Ley — группа мышей с ОРДС, однократно получивших Лейтрагин.
Примечание: * — статистически значимое отличие на 72 ч.
Fig. 2. Changes in the percentage of neutrophils in BALF in mice with ARDS. ARDS — a group of mice with ARDS, 
ARDS+Ley — a group of mice with ARDS upon a single administration of Leutragine. 
Note: * — statistically signifi cant difference at 72 hours.
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