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Работа посвящена изучению изменений в клеточном составе бронхоальвеолярного лаважа 
с течением времени при моделировании острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС) 
у мышей. Моделирование ОРДС осуществляли с помощью введения α-галактозилцерамида и смеси 
липополисахарида с полным адъювантом Фрейнда. После эвтаназии был взят бронхоальвеолярный 
лаваж, и на основании его анализа были выполнены графики изменения содержания общего 
количества лейкоцитов, процентного содержания нейтрофилов и макрофагов, из которых следу-
ет, что процентное содержание нейтрофилов в группе ОРДС статистически значимо отличается от 
интактных, начиная с 3 ч после моделирования ОРДС. Далее наблюдается статистически значимое 
снижение макрофагов.
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CYTOLOGICAL ANALYSIS OF THE LUNG MATERIAL 
OF C57BL/6Y MICE IN THE SIMULATION OF ACUTE 

RESPIRATORY DISTRESS SYNDROME
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The work is devoted to the study of changes in the cellular composition of bronchoalveolar lavage over 
time in the modeling of acute respiratory distress syndrome (ARDS) in mice. ARDS was modeled by 
administering α-galactosylceramide and a mixture of lipopolysaccharide with a complete Freud’s adju-
vant. After euthanasia, bronchoalveolar lavage was taken for analysis. On this basis, changes in the total 
number of white blood cells, the percentage of neutrophils and macrophages were assessed. It was found 
that the percentage of neutrophils in the ARDS group shows a statistically significant difference from that 
in the intact group, starting from 3 hours after modeling ARDS. Further, a statistically significant decrease 
in macrophages was observed.
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Введение 
Острый респираторный дистресс-синдром 

(ОРДС) — воспалительный процесс в лёгких, 
вызванный инфекцией или другими причина-
ми. Может возникать при вирусных и бакте-
риальных пневмониях, тяжёлой травме [10].

ОРДС характеризуется избыточной про-
дукцией провоспалительных цитокинов 
и хемокинов, массивной инфильтрацией 
нейтрофилов в лёгкие, эндотелиальной дис-
функцией и активацией макрофагов [6, 9].

Бронхоальвеолярный лаваж (БАЛ) — 
диагностическая процедура, предпола-
гающая введение в лёгкие нейтрального 
(физиологического) раствора и удаление 
его с последующим изучением состава из-
влечённого субстрата. Процедура исполь-
зуется для изучения клеточного и внекле-
точного содержимого пространства лёгких 
и дыхательных путей [1]. Методика забо-
ра смыва является достаточно простой 
для воспроизведения и получения данных 
о протекании респираторных воспалитель-
ных процессов. В целом процедура забора 
БАЛ лучше всего подходит для выявления 
ранних признаков повреждения лёгких 
до наступления настолько значительных 
изменений, что делает проблематичным 
извлечение лаважа [5].

Материалы и методы
Исследования проводились в НЦБМТ 

ФМБА России на мышах линии C57BL/6Y 
массой 18–21 г, полученных из филиа-
ла «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России и прошедших 14-дневный каран-
тин. Содержание и обращение с живот-
ными в эксперименте соответствовали 
требованиям приказа Минздрава России 

от 01.04.2016 № 199н «Об утверждении 
Правил надлежащей лабораторной пра-
ктики»; правилам, принятым Европейской 
Конвенцией по защите позвоночных живот-
ных, используемых для эксперименталь-
ных и иных научных целей; утверждённому 
письменному протоколу, в соответствии со 
Стандартными операционными процеду-
рами исследователя (СОП); санитарным 
правилам по устройству, оборудованию 
и содержанию экспериментально-биологи-
ческих клиник (вивариев). Протокол экспе-
римента был одобрен биоэтической комис-
сией ФГБУН НЦБМТ ФМБА России.

Животные содержались в вентилируемых 
клетках при температуре воздуха 20–22°C, 
относительной влажности 40–60%, све-
товом режиме 12:12 с включением света 
в 800. Использовался полнорационный корм 
ПК-120 (ООО «Лабораторкорм», Россия) 
при свободном доступе к водопроводной 
питьевой воде [2, 3, 7]. 

Модель острого респираторного 
дистресс-синдрома (ОРДС)

Животные были отобраны в экспери-
мент методом рандомизации и разделе-
ны на 2 группы по 75 особей в каждой. 
Животные в первой группе были интакт-
ными. Для моделирования ОРДС живот-
ным второй группы вводили ингаляционно 
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 добав-
лением 10 мкл/мышь полного адъюванта 
Фрейнда, обозначаемую как LPS [6].

В каждую временную точку — 15, 
30, 45 мин; 1, 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 18, 24, 
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48 и 72 ч — из эксперимента выводили 
по 5 животных из каждой группы. Точкой 
отсчёта считали последние проведённые 
манипуляции. Процедуру забора БАЛ про-
водили на животных посмертно, сразу по-
сле проведения эвтаназии, путём надреза 
трахеи, введением катетера с физ. р-ром 
(1 мл), с промывкой два раза.

На гематологическом анализаторе 
Mindray BC-3600 (Китай) проводилась 
оценка общего количества клеток в на-
тивном лаваже. Лаваж центрифугировали, 
надосадочную жидкость убирали, осадок 
наносили на предметное стекло, далее окра-
шивали набором красок Лейкодиф (Чехия), 
а также микроскопировали для подсчёта 
и определения клеток.

Статистическую обработку проводили 
двухфакторным дисперсионным анализом 
(two-way ANOVA), пост тест Бонферрони, 
с использованием программного обеспе-
чения GraphPad Prism. Статистически зна-
чимые результаты отмечены: ** — p<0,01; 
*** — p<0,001; **** — p<0,0001.

Результаты исследований
Полученные данные представлены 

на рис. 1–3.
Наблюдается тенденция к повышению 

общего количества лейкоцитов в группе 
ОРДС по сравнению с интактными живот-
ными (недостоверно, p>0,05).

Статистически значимое отличие груп-
пы ОРДС от интактных животных, начи-
ная с точки 3 ч, при p<0,01, а на 24 ч — 
при p<0,001.

Начиная с 3 ч после моделирования 
ОРДС, наблюдается статистически зна-
чимое повышение макрофагов в группе 
ОРДС. Отличия достоверны при p<0,01 
в 3 ч, при p<0,0001 — в 24, 48 и 72 ч.

Выводы 
1. В ходе эксперимента статистически 

значимого повышения общего количества 
лейкоцитов не наблюдалось, следователь-
но, происходит процентное перераспреде-
ление лейкоцитов за счёт привлечения ней-
трофилов макрофагами. 
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Рис. 1. Изменение общего количества лейкоцитов в БАЛ (109/л). Intact — группа интактных животных, ARDS — 
группа моделирования ОРДС.
Fig. 1. Change in the total number of white blood cells in BAL (109/l). Intact — group of intact animals, ARDS — group 
of ARDS modeling.
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Рис. 2. Изменение содержания нейтрофилов в БАЛ (%). Intact — группа интактных животных, ARDS — группа 
моделирования ОРДС.
Fig. 2. Changes in the neutrophil content in BAL (%). Intact — group of intact animals, ARDS — group of ARDS 
modeling.
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Рис. 3. Изменение содержания макрофагов в БАЛ (%). Intact — группа интактных животных, ARDS — группа 
моделирования ОРДС.
Fig. 3. Changes in the content of macrophages in BAL (%). Intact — group of intact animals, ARDS — group of ARDS 
modeling.
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2. ОРДС характеризуется нерегулируемым 
воспалением, сопровождающимся значитель-
ным ростом уровней провоспалительных ме-
диаторов в лёгких, таких как нейтрофилы, ко-
торые проникают в альвеолы и провоцируют 
гибель альвеолярных эпителиальных клеток, 
активацию макрофагов и альвеолярное пора-
жение лёгких [4]. Содержащаяся в гранулах 
нейтрофилов эластаза разрушает сурфактант 
лёгких, расщепляя все 4 белка, входящие 

в его состав, что приводит к потере упругости 
лёгких и уменьшению площади поверхности 
газообмена [8].

3. Доказано, что модель воспроизводит 
эффекты ОРДС, а анализ БАЛ является до-
стоверным методом исследования воспали-
тельных процессов, протекающих в лёгких, 
с возможностью оценки эффективности 
применения различных противовоспали-
тельных препаратов.
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