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В опытах на 29 белых крысах проведено исследование морфологии легких после ингаляции малых доз 
бактериального липополисахарида, диспергированного в различных фазах – водной и липофильной каждые 
48 часов в течение 7 и 14 суток. Использованы классические гистологические и количественные морфоло-
гические методики. Изменения в легких соответствовали картине субхронического токсического бронхоаль-
веолита с частичной деструкцией бронхиального эпителия и альвеолоцитов, макрофагальными реакциями 
и умеренно выраженной бронхиальной экссудацией. Цитотоксические изменения в бронхах и альвеолах 
были более выражены при использовании в качестве диспергента липидов, реакции макрофагов и экссуда-
ция – при ингаляции липополисахарида, диспергированного в водной фазе.
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We have carried out the modeling of toxic lung injury by repeated low-dose lipopolysaccharide (LPS) 
inhalation due to 7 and 14 days. To show differences between action of LPS suspended in aqueous or lipid phases, 
two groups (12 rats in each) have used, compared to control (5 rats). The classic histology data, and the estimation 
of surface epithelial density in bronchial wall and alveoli (1/мм2), bronchial exudate volume and air volume 
(%), volume density of bronchial and alveolar macrophages (1/мм3) show the development have evidenced the 
development of subchronic toxic bronchoalveolitis. It realized in partial damage and desquamation of epithelium, 
macrophage activation, and the moderate exudation. The inhalation of lipid-immersed LPS induced more severe 
cytotoxic reaction; however the water-immersed LPS has been more effective to induce the macrophage activation 
and exudation in bronchi.
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За последние десятилетия в биологии 
и медицине сформировано представление 
о роли продуктов бактериального проис-
хождения, прежде всего липополисахарида 
(ЛПС), в патогенезе множества инфекци-
онных и неинфекционных болезней. До-
стоверно известно, что именно с эффек-
тами аэрогенного ЛПС связана высокая 
распространенность хронических неспеци-
фических болезней легких и фиброзирую-
щих альвеолитов. В последнее время все 
чаще в литературе можно встретить инфор-
мацию о высоком риске развития легочной 
патологии у людей, имеющих профессио-
нальный контакт с аэрогенной формой бак-
териального эндотоксина – работников мя-
сокомбинатов, парниковых хозяйств и ряда 
подобных предприятий [9].

В норме ЛПС, образующийся естествен-
ным путем в кишечнике, проникает в лимфу 
и кровь, где встречается с хорошо сбалан-
сированной системой антиэндотоксиновой 
защиты [6]. При избыточном поступлении 
ЛПС функциональный резерв защитных 
механизмов снижается, его высокие кон-
центрации запускают цитокиновый каскад, 
лежащий в основе развития сепсиса. В лите-

ратуре хорошо описаны биологические эф-
фекты эндотоксемии при неингаляционном 
введении ЛПС лабораторным животным [1, 
3, 7]; сформулированы три основных меха-
низма развития органопатологии при дей-
ствии ЛПС (цитотоксичность, сосудисто-
макрофагальная реакция, фиброгенез) и их 
маркерные показатели при морфологическом 
исследовании [5]. Иным образом реагирует 
организм на ингаляционное проникновение 
ЛПС [10, 11]. Представления о системных 
эффектах хронической ингаляции малых 
доз бактериальных ЛПС в настоящее время 
только начинают формироваться.

Сложный химический состав ЛПС (ги-
дрофильные О-специфические полисаха-
ридные цепи и олигосахарид кора в сочета-
нии с гидрофобным липидом А) определяет 
его амфифильные свойства [12]. В различ-
ных растворителях или диспергентах эти 
свойства могут предопределять особен-
ности токсикокинетики ЛПС и его итого-
вое воздействие на клеточные и тканевые 
структуры. Данный вопрос изучен до на-
стоящего времени недостаточно.

Цель настоящей работы  выявить 
биологический эффект на органы лабора-
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торных животных аэрогенного мелкоди-
спергированного бактериального ЛПС, рас-
творенного в гидрофобной (липофильной) 
и водно-соляном носителе.

Материалы и методы исследования
Эксперимент проводили на 29 нелинейных белых 

крысах породы Вистар массой от 220 до 240 г, полу-
ченных из нелинейных стоков Волгоградского научно-
исследовательского противочумного института. При 
проведении работы руководствовались этическими 
нормами, изложенным в «Международном кодексе 
медицинской этики» (1994), Хельсинской деклара-
ции (2000) и Директивах Европейского сообщества 
86/609EEC. Животные содержались в открытой систе-
ме, клетки Т-4, стандартная подстилка, при температу-
ре 25–26 °С, влажность не контролировалась. Освеще-
ние было естественным, со свободным доступом к еде 
и воде. Животных разделили на три группы. В первой 
группе животные получали каждые 48 ч аэрозоль ЛПС 
Escherichia coli 01 28: B12 (Sigma Chemical Co., St 
Louis, MO, USA), диспергированного в 0,9 % NaCl (во-
дная дисперсия). Поступление токсина обеспечивали 
при помощи компрессорного ингалятора CN-231 (Рос-
сия) со средним размером частиц 4 мкм, в специаль-
ной герметичной камере объемом 100 литров. Условия 
опыта были подобраны так, что за время нахождения 
в камере каждое животное инспирировало ЛПС в дозе 
порядка 200 мкг/кг массы. Во второй группе проводи-
ли аналогичные ингаляции с той же частотой, но ис-
пользовали ЛПС, диспергированный в гидрофобной 
липидной фазе. По шесть животных первой и второй 
групп выводили из опыта на 7-е и 14-е сутки передо-
зировкой нембутала (100 мг/кг массы). Контрольную 
группу составили 5 крыс, находящихся в обычных ус-
ловиях вивария без каких-либо воздействий.

Фрагменты ткани легких размером 0,50,5 см 
фиксировали в нейтральном 10 % формалине, обе-
звоживали в серии спиртов возрастающей концен-
трации и заливали в парафин. С парафиновых блоков 
готовили срезы толщиной 5–7 мкм, которые окраши-
вали гематоксилином и эозином [2]. Исследование, 
видеодокументирование микропрепаратов и морфо-

метрия были проведены в соответствии с принципа-
ми системного количественного анализа, для этого 
использовали аппаратно-компьютерный комплекс 
«Видеотест-Морфо» 3.0 (Россия). Рассчитывали по-
верхностные плотности эпителиоцитов бронхов 
и альвеолоцитов (1/мм2), объемные доли бронхиаль-
ного экссудата и воздуха альвеол (мкм3/мкм3), чис-
ленную плотность бронхиальных и альвеолярных 
макрофагов (1/мм3).

Математическую обработку данных проводили 
из общей матрицы данных Exel с привлечением воз-
можности программ Image Tool и Statistica. Опреде-
ляли показатели средней, её среднеквадратичного от-
клонения, моды. При оценке достоверности отличий 
выборки руководствовались закономерностями, при-
нятыми для медико-биологических исследований [4].

Результаты исследования 
и их обсуждение

Микроскопическое исследование легоч-
ной ткани выявило признаки хроническо-
го воспаления. В просвете бронхов были 
видны слущенные эпителиальные клетки, 
небольшое количество слизистого экссуда-
та и увеличение количества бронхиальных 
макрофагов. Часть альвеол была энфизема-
тозно расширена до разрывов со слиянием 
соседних альвеол, часть – с уменьшенным 
просветом за счет увеличения объема ме-
жальвеолярных перегородок. При этом 
ткань перегородок была отечна, полно-
кровна, вблизи поверхности выявляли ско-
пления альвеолярных макрофагов. Просвет 
альвеол был чист. Количественные показа-
тели легочного повреждения при ингаля-
ционном поступлении ЛПС, растворенного 
в водной и гидрофильной фазе, отображены 
в таблице. Достоверных признаков новооб-
разования соединительной ткани в легких, 
с учетом продолжительности эксперимен-
та, ни в одном случае не наблюдали.

Показатели морфометрии легочной ткани при ингаляционном поступлении ЛПС, 
растворенного в водной и гидрофобной фазе (M ± m)

Показатель Дисперсия ЛПС Сроки эксперимента
Контроль 7 суток 14 суток

Поверхностная плотность эпители-
оцитов бронхов, (1/мм2)

Водная 9864 ± 429 9727 ± 902 6127 ± 730*
Липидная 4980 ± 593*# 2927 ± 663 *#

Объемная доля бронхиального экс-
судата, (мкм3/мкм3)

Водная 0,60 ± 0,08 2,64 ± 0,18* 2,49 ± 0,15*
Липидная 0,55 ± 0,03# 0,72 ± 0,03#

Численная плотность бронхиаль-
ных макрофагов, (1/мм3)

Водная 474 ± 19,3 769 ± 38,0* 1352 ± 59,1 *
Липидная 598 ± 27,8*# 940 ± 49,5*#

Объемная доля воздуха альвеол, % Водная 60,2 ± 2,6 55,1 ± 2,1 41,7 ± 2,6*
Липидная 47,8 ± 1,7*# 39,2 ± 2,8*#

Поверхностная плотность альвео-
лоцитов, (1/мм2)

Водная 8432 ± 313 8137 ± 1308 5281 ± 346*
Липидная 5741 ± 1433# 4275 ± 169*#

Численная плотность альвеолярных 
макрофагов, (1/мм3)

Водная 163 ± 9,3 366 ± 15,8* 614 ± 26,1*
Липидная 211 ± 12,4*# 471 ± 23,5*#

П р и м е ч а н и я :
* ‒ достоверные различия с величиной показателя в контрольной группе (Р < 0,05);
# – различия в зависимости от дисперсии ЛПС. 
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Поверхностная плотность эпителиоци-
тов бронхов на 7-е сутки ингаляции ЛПС 
в водной дисперсии практически не из-
менялась, а к 14-м суткам была уменьше-
на в 1,61 раза (P < 0,01). При ингаляции 
ЛПС, диспергированного в липидной фазе, 
снижение величины показателя было зна-
чительнее, фиксировалось к 7-м суткам 
опыта, а к 14-м суткам было ниже анало-
гичного у интактных животных в 3,37 раза 
(P < 0,001). ОД бронхиального экссудата 
при ингаляции ЛПС, диспергированного 
в водной фазе, было увеличено на 7-е сутки 
опыта в 4,4 раза, на 14-е сутки – в 4,15 раза 
(оба P < 0,001). В противовес этому, при 
интоксикации ЛПС в липидной фазе досто-
верных изменений ОД бронхиального экс-
судата не обнаруживали. Ингаляции ЛПС 
в водной фазе сопровождалась увеличением 
численной плотности бронхиальных макро-
фагов в 2,85 раза к 14-м суткам (P < 0,001), 
ингаляция ЛПС в липидной фазе – сходным 
по динамике, но менее выраженным увели-
чением (повышение в 1,98 раза, P < 0,01). 

Воздушность легочной ткани (по ОД 
воздуха альвеол) в серии с ингаляцией 
ЛРС в водной фазе достоверно снижалась 
в 1,44 раза только к 14-м суткам (P < 0,05), 
в серии с ингаляцией ЛПС в липидной 
фазе, начиная с 7-х суток, но к 14-м сут-
кам – в примерно той же степени по абсо-
лютным значениям. Поверхностная плот-
ность альвеолоцитов снижалась в двух 

сериях неодинаково: при использовании 
ЛПС в водной фазе достоверное умень-
шение величины показателя зарегистри-
ровано только на 14-е сутки (в 1,60 раза, 
P < 0,05); при использовании ЛПС в ли-
пидной фазе – начиная с 7-х суток и почти 
в 2 раза к 14-м суткам (P < 0,01). Численная 
плотность альвеолярных макрофагов про-
грессивно увеличивалась в обеих сериях 
экспериментов, превышая значения в кон-
трольной группе в серии с ингаляцией ЛПС 
в водной фазе в 3,77 раза (P < 0,001), в се-
рии с ингаляцией ЛПС в липидной фазе – 
в 2,89 раза (P < 0,001). 

Полученные данные свидетельствуют 
о том, что повторные ингаляции малых доз 
ЛПС в различных по физико-химическим 
свойствам диспергентах сопровождаются 
развитием легочного повреждения, отдель-
ные механизмы и проявления которого зави-
сят от вида диспергента. При сопоставлении 
динамики отдельных морфометрических по-
казателей можно видеть, что при ингаляции 
ЛПС, диспергированного в водной фазе, бо-
лее ранними и выраженными являются реак-
ции со стороны бронхиальной и альвеоляр-
ной популяций легочных макрофагов. При 
ингаляции ЛПС, диспергированного в ли-
пидной фазе, эти реакции наступают позже 
и менее яркие, тогда как очень выражены 
цитотоксические проявления, выражающи-
еся в убыли бронхиального и альвеолярного 
эпителия (рисунок).

Сравнение изменений морфологических показателей крыс опытных групп при растворении 
в различной фазе ЛПС (1 – показатель животных контрольной группы)
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Экспериментально установлено, что 
ингаляционное проникновение ЛПС уси-
ливает продукцию сурфактанта альвеоло-
цитами. Считается, что помимо механиче-
ских свойств липидные компоненты этого 
альвеолярного секрета могут модулировать 
воспалительные реакции в легких [8]. Веро-
ятным механизмом наблюдаемых различий, 
таким образом, следует считать относитель-
но большую местную задержку ЛПС, дис-
пергированного в липидной фазе, в поверх-
ностной выстилке бронхов и альвеол. Это, 
с одной стороны, ограничивает проникнове-
ние токсина в подлежащие ткани и кровоток, 
но, с другой стороны, способствует более 
тяжелому местному токсическому эффекту. 

Заключение
При повторных ингаляциях малых доз 

бактериального ЛПС, диспергированно-
го в водной и гидрофобной фазе в тече-
ние 7–14 суток, развивается повреждение 
легочной ткани по типу субхронического 
бронхоальвеолита, сопровождающееся, 
с частичной деструкцией бронхиального 
эпителия и альвеолоцитов, макрофагаль-
ными реакциями, снижением воздушности 
легких и умеренно выраженной бронхиаль-
ной экссудацией. При ингаляции ЛПС в ли-
пидной фазе в бронхах и альвеолах более 
выражены цитотоксические изменения эпи-
телия, при ингаляции ЛПС в водной фазе – 
реакции со стороны макрофагов и экссуда-
тивные проявления воспаления.
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