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МЫШАМ ЛИНИИ C57BL/6Y В МОДЕЛИ ОРДС  

ПОВЫШАЕТ УРОВЕНЬ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА SIRT1  
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В настоящей работе описывается методика ингаляционного введения лекарственного средства 
«Лейтрагин» в лёгкие мышам линии C57BL/6Y в модели острого респираторного дистресс-син-
дрома (ОРДС). Ингаляции проводились с помощью компрессионного ингалятора OMRON COMP 
AIR NE-C24 Kids с насадкой для одномоментного введения нескольким мышам, разработанной 
в НЦБМТ ФМБА России. Моделирование ОРДС осуществлялось последовательным введением 
α-галактозилцерамида, ингаляционно в дозе 1 мкг/мышь, и через 24 ч — комбинации липополиса-
харида E. coli (LPS) в дозе 300 мкг/мышь. Через 30 мин после введения LPS проводилось ингаля-
ционное введение мышам лекарственного средства «Лейтрагин» в опытной группе и физ. раствора 
в контрольной группе. После ингаляции проводился отбор биоматериала (тканей лёгкого) для оцен-
ки экспрессии гена SIRT1 методом RT-PCR в качестве маркера успешного проникновения препарата 
в ткани лёгкого. 
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 This paper describes a technique for inhalation administration of Leutragin into the lungs of C57BL/6Y 
mice in a model of acute respiratory distress syndrome (ARDS). Inhalations were carried out using an 
OMRON COMP AIR NE-C24 Kids compression inhaler with a nozzle for simultaneous administration 
to several mice, developed at the Scientific Center of Biomedical Technologies of FMBA of Russia. Mod-
eling of ARDS was carried out by sequential administration of α-galactosylceramide, inhaled at a dose  
of 1 μg/mouse, and, following 24 hours, a combination of E. coli lipopolysaccharide (LPS) at a dose 
of  300 μg/mouse. Thirty minutes after the administration of LPS, inhalation administration of the Ley-
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tragin drug was carried out to mice in the experimental group and normal saline in the control group. After 
inhalation, a biomaterial (lung tissue) was collected to evaluate the expression of the SIRT1 gene by RT-
PCR as a marker of successful penetration of the drug into the lung tissue.
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Введение 
Острый респираторный дистресс-син-

дром (ОРДС) является тяжёлой патологи-
ей лёгких, вызванной прогрессирующим 
самоподдерживающимся воспалением, 
в котором участвуют различные клетки 
иммунной системы, экспрессирующие про-
воспалительные цитокины, такие как IL-
1β, IL-6, IL-10, TNF-α [6]. В предыдущих 
работах было показано, что разработанный 
в ФГБУН НЦБМТ ФМБА России пептид-
ный лекарственный препарат «Лейтрагин», 
являющийся пептидным агонистом 
δ-опиоидных рецепторов, искусственным 
аналогом эндогенного опиоидного пеп-
тида динорфина 1–6, достоверно значимо 
снижает экспрессию вышеописанных ци-
токинов у мышей в модели ОРДС и, соот-
ветственно, способствует более быстрому 
разрешению воспалительного процесса 
в опытных группах [2]. Также была показа-
на положительная связь уровня экспрессии 
HMGB1 и степени тяжести заболевания 
у человека и животных [4]. HMGB1 явля-
ется белком из группы ядерных негисто-
новых белков HMG, секретируется акти-
вированными макрофагами и моноцитами 
в качестве цитокинового медиатора. Его 
высвобождение из ядра, а далее — во вне-
клеточную жидкость обусловлено повре-
ждением ткани или некрозом. После выс-
вобождения из клеток HMGB1 связывается 
с TLR4 и активирует каскад воспалитель-
ных реакций посредством выброса цитоки-

нов и хемокинов макрофагами, тем самым 
запуская «цитокиновый шторм» [4]. В не-
скольких работах было показано, что бе-
лок сиртуин-1, кодируемый геном SIRT1, 
регулирует индуцированные инфекцией 
провоспалительные цитокины и хемоки-
ны посредством ингибирования ядерной 
транслокации в цитоплазму и высвобожде-
ния HMGB1 за счёт удаления ацетильных 
групп из остатков лизина в присутствии 
НАД+ [5, 8–10]. Данный механизм инги-
бирования воспаления является перспек-
тивным для более глубокого и детального 
изучения путей развития инфекционных 
и неинфекционных воспалительных забо-
леваний, а также разработки отечественных 
лекарственных средств. Полученные ранее 
данные свидетельствуют о том, что препа-
рат «Лейтрагин» достоверно снижает уро-
вень выброса HMGB1 из ядра во внекле-
точную жидкость в модели ОРДС на мышах 
линии C57BL/6Y, что может говорить о его 
непосредственном влиянии на экспрес-
сию SIRT1 [4]. Данная работа направлена 
на оценку экспрессии гена SIRT1 у экспе-
риментальных животных после ингаля-
ционного введения «Лейтрагина». Путём 
измерения уровня экспрессии гена SIRT1 
в лёгких животных возможна валидация 
метода ингаляционных введений мышам, 
которые имеют физиологическое расхо-
ждение с человеком, а именно облигатное 
носовое дыхание, в то время как человек 
может дышать и ртом, и носом, а также не-
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возможность объективно проверить факт 
вдыхания препарата мышами [1]. 

Целью работы явилась оценка методики 
ингаляционного введения лекарственно-
го средства «Лейтрагин» в лёгкие мышам 
линии C57Bl/6Y в биомодели острого ре-
спираторного дистресс-синдрома (ОРДС) 
по уровню экспрессии гена SIRT1.

Материалы и методы
Материалы 
Реагенты были получены от Invitrogen 

или Sigma-Aldrich («Merck», США). 
Животные
Исследования проводились в ФГБУН 

НЦБМТ ФМБА России на мышах линии 
C57BL/6Y, самках в возрасте около 2,5 мес., 
средней массой 20±2,0 г. Животные были 
получены из филиала «Столбовая» ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России (Московская обл.) 
и отобраны в эксперимент методом рандо-
мизации. Мышей содержали в микроизоля-
торной системе Rair IsoSystem по пять осо-
бей в группе. Животные соответствовали 
категории улучшенных конвенциональных. 
Они получали стандартный комбикорм гра-
нулированный полнорационный для лабора-
торных животных (экструдированный) ПК-
120 ГОСТ Р 51849-2001 Р.5. Водопроводная 
очищенная вода всем животным давалась ad 
libitum в стандартных поилках. Животные 
содержались в контролируемых условиях 
окружающей среды при температуре воз-
духа 18–22 °С, относительной влажности 
60–70% и искусственном освещении с ци-
клом 12/12. Все эксперименты проводились 
в соответствии с этическими принципами 
и нормативными документами, рекомендо-
ванными Европейской конвенцией о защи-
те позвоночных животных, используемых 
для экспериментов [3]. 

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

жение лёгких и респираторный дистресс-

синдром последовательным введением 
α-галактозилцерамида, ингаляционно в дозе 
1 мкг/мышь, и через 24 ч — комбинации ли-
пополисахарида E. coli в дозе 300 мкг/мышь 
с добавлением 100 мкг/мышь мурамил-
пептида и 10 мкл/мышь полного адъюван-
та Фрейнда, здесь и далее обозначаемой 
как «LPS», интратрахеально под инъекци-
онным наркозом, состоящим из комбина-
ции препаратов — Золетил 100 («Virbac», 
Франция) и Медитамидин («Api-San», 
Россия) в дозе 12,5 мг/кг и 1 мг/кг соот-
ветственно, а также сразу после проведе-
ния хирургической манипуляции вводился 
Антиседан («Orion Pharma», Финляндия), 
подкожно в дозе 2,5 мг/кг, что способствова-
ло снятию нежелательных эффектов на ор-
ганизм мыши и быстрому выходу из наркоза. 

Лечение
Лечение осуществлялось препаратом 

«Лейтрагин», мыши были разделены на две 
группы по 6 особей в каждой. Через 30 мин 
после интратрахеального введения LPS 
опытной группе ингаляционно вводили 
«Лейтрагин» (в дозе 0,1 мг/кг массы тела, 
в объёме 100 мкл р-ра), контрольной груп-
пе ингаляционно вводили физ. р-р в объёме 
100 мкл/мышь.

Ингаляционная установка
Ингаляции препаратом «Лейтрагин» 

и физ. р-ром проводились компрессор-
ным ингалятором OMRON COMP AIR 
NE-C24 Kids с заданными характери-
стиками (размер частиц — приблизитель-
но 3 мкм, производительность — около  
0,3 мл/мин). Для более эффективного про-
цесса в НЦБМТ ФМБА России была раз-
работана насадка на ингалятор (рис. 1). 
Данная модификация позволяет прово-
дить ингаляцию одномоментно несколь-
ким животным с равной дозовой нагруз-
кой благодаря расположению фиксаторов 
на одинаковом расстоянии от источника 
подачи аэрозоля. Каждая мышь помеща-
ется в отдельный фиксатор таким образом, 
чтобы в общий резервуар попадала только 
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носовая часть мордочки. Одна сессия инга-
ляции по времени проводилась из расчёта 
объёма лекарственного препарата, залитого 
в резервуар, и производительности прибо-
ра (0,3 мл/мин). 

Оценка экспрессии гена SIRT1 
методом RT-PCR
Через 30 мин после ингаляционного вве-

дения «Лейтрагина» производился отбор 
биологического материала (тканей лёгко-
го) для дальнейшего изучения экспрессии 
гена SIRT1 методом RT-PCR у контрольной 
и опытной групп. Измерение осуществ-
лялось с помощью детектирующего ам-
плификатора CFX-96 («Bio-Rad», США) 
при использовании специфических прайме-

ров и флуоресцентных зондов. В качестве 
референсного гена был выбран ген «домаш-
него хозяйства» GAPDH. Результаты изме-
рений выражались как кратность изменения 
экспрессии гена относительно экспрессии 
того же гена у контрольных животных.

Результаты исследований
Результаты представлены как относи-

тельные уровни транскрипции мРНК опыт-
ных животных по отношению к контролю 
(рис. 2). Данные, полученные на RT-PCR, 
удовлетворяли критерию Колмогорова — 
Смирнова на нормальность распределения. 
Уровень экспрессии SIRT1 у опытной груп-
пы, получавшей лечение «Лейтрагином» 

Рис. 1. Схематичное изображение ингаляционной ка-
меры: А — вид сверху; В — нос мыши располагается 
внутри резервуара с подачей лекарственного средст-
ва; С — вид сбоку
Fig.  1. Schematic representation of the inhalation 
chamber: A — top view; B — the nose of the mouse is 
located inside the reservoir with the supply of the drug; 
C — side view

Рис.  2.  Эффект ингаляционного введения «Лейтра-
гина» на экспрессию мРНК SIRT1 в лёгких мышей 
C57BL/6Y с ОРДС по отношению к интактному 
контролю
Примечания: столбцы представляют собой среднее 
значение ± стандартная ошибка среднего; * — p<0,05 
по сравнению с физраствором (непарный двусторон-
ний t-тест Стьюдента). 
Fig.  2. Effect of inhaled Leutragin on SIRT1 mRNA 
expression in lungs of C57BL/6Y mice with ARDS relative 
to intact control
Notes: bars represent mean ± standard error of the mean; 

* — p<0.05 compared to normal saline (unpaired two-
sided t-test of Student).
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ингаляционно, значительно превосходит 
аналогичный в контрольной группе, полу-
чавшей физ. р-р.

Заключение
Предложенный метод ингаляционного 

введения мышам обеспечивает надёжную 
доставку исследуемого препарата в лёгкие, 
о чём свидетельствуют изменения экспрес-
сии гена-мишени SIRT1 в лёгочной ткани. 

Нами было показано, что, несмотря на фи-
зиологические особенности облигатного 
носового дыхания мыши, ингаляционный 
метод введения препарата «Лейтрагин» яв-
ляется валидным, исследуемое лекарствен-
ное средство попадает в ткани лёгкого и мо-
жет быть применено как адекватная модель 
лечения воспалительных заболеваний лёг-
ких, а именно — острого респираторного 
дистресс-синдрома (ОРДС). 
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