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В данной статье приведены результаты сопоставления клинико-морфологических и вирусологических 
данных 6 случаев летальных исходов от гриппа A/H1N1 в 2009 г. в г. Новосибирске. По результатам иммуно-
гистохимического исследования парафиновых срезов легких пациентов, инфицированных вирусом гриппа 
A/H1N1 с использованием антител к антигену вируса гриппа А, фибробластам, CD68, TNF-α, iNOS и TGFR, 
показан ряд особенностей морфо- и патогенеза гриппозной инфекции у людей. Морфологически были об-
наружены признаки пневмофиброза во всех исследуемых случаях, который, по всей видимости, связан с 
увеличением «фибропластической активности» фибробластов, а также увеличением их количества. Кроме 
того, была обнаружена персистенция вируса гриппа в клетках системы мононуклеарных фагоцитов, а также 
в фибробластах, которая может быть причиной повышенной экспрессии этими клетками TNF-α, iNOS и 
TGFR. Таким образом, развитие фиброза легких при гриппе A/H1N1 имеет многофакторную природу с уча-
стием различных механизмов, требующих дальнейшего изучения.
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This article presented the results of a comparison of clinical and morphological and virological data of 
6 cases of lethal outcomes caused influenza A/H1N1 virus in 2009 in Novosibirsk. According to the results of 
immunohistochemical study of paraffin sections of lungs patients infected with influenza virus A/H1N1 using 
antibodies to the influenza A virus, fibroblasts marker, CD68, TNF-α, iNOS and TGFR, showed a number of features 
of the morpho- and pathogenesis of viral infection in humans. Morphological study showed signs of pulmonary 
fibrosis in all cases, which appear to be associated with an increased «fibroplastic activity» of fibroblasts, as well as 
increasing of their numbers. Furthermore, viral persistence has been found in mononuclear phagocytes system cells, 
as well as in fibroblasts, which can be a cause of increased expression by these cells of TNF-α, iNOS and TGFR. 
Thus, the development of pulmonary fibrosis in influenza virus A/H1N1 has multifactorial involving different 
mechanisms that require further study. 
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С 2009 года во всем мире регистриро-
вали случаи инфицирования населения но-
вым штаммом вируса гриппа A/H1N1, при 
этом тяжелое течение и летальные исходы 
наблюдали не только у людей из групп ри-
ска, но и у здорового населения [6]. В связи 
с массовой заболеваемостью населения но-
вым штаммом вируса гриппа А, ВОЗ объ-
явила о 6-й фазе угрозы пандемии гриппа 
[15]. При изучении нового штамма вируса 
гриппа А оказалось, что он является триж-
ды реассортантным, что в определенной 
степени объясняет наличие некоторого 
уровня антител против данного штамма у 
лиц старше 60 лет и их полное отсутствие 
у людей репродуктивного возраста [5]. 
Одним из осложнений гриппа А является 
прогрессирующий фиброз легких, который 

ухудшает качество жизни больных, а также 
приводит к последующей инвалидизации и 
смерти [13].

В общем виде развитие фиброза лег-
ких вне связи с конкретным этиологиче-
ским фактором происходит по следую- 
щей схеме:

1) повреждения базальной мембраны 
эпителия / эндотелиального барьера;

2) секреция TGF β1 – основного профи-
бротического цитокина;

3) избыточная экспрессия гиалуронана; 
4) рекруция воспалительных клеток; 
5) образование активных форм кислорода; 
6) активация коллаген-продуцирую- 

щих клеток; 
7) активация внеклеточного матрикса 

фибробластами.



19

 ФУНдАМЕНТАЛьНЫЕ ИССЛЕдОВАНИЯ    № 10, 2014 

 МЕдИЦИНСКИЕ НАУКИ 

Фиброзная ткань рассматривается в каче-
стве окончательного следствия, для которого 
пока не существует успешной терапии [9].

Помимо фибробластов важную роль в 
процессах фиброгенеза играют и макро-
фаги, одни из основных цитокин-продуци-
рующих клеток организма. Многие авторы 
в основе патогенеза раннего фиброзиро-
вания при инфицировании или стимуля-
ции макрофагов чужеродным антигеном 
отмечали неконтролируемый иммунный 
ответ, связанный с гиперцитокинемией  
[10, 12]. В этой связи, можно предпо-
лагать, что высокопатогенные вирусы, в 
том числе вирусы гриппа А, индуцируют 
фиброз как за счет прямых механизмов, 
связанных с внутриклеточной персистен-
цией и репликацией самих возбудителей 
[14], так и путем цитокин-опосредованной  
регуляции [2, 8].

Поскольку ежегодные эпидемии гриппа 
связаны прежде всего с реассортантными 
штаммами вируса гриппа А, представляет-
ся актуальным дальнейшее изучение осо-
бенностей его пато- и морфогенеза.

материалы и методы исследования
По протоколам аутопсий было проанализиро-

вано 6 случаев смерти пациентов в ГБУЗ НСО «Го-
родская инфекционная клиническая больница №1» 
(г. Новосибирск), у которых прижизненно было про-
ведено вирусологическое исследование, выявившее 
наличие антител к вирусу гриппа А (H1N1) мето-
дом полимеразной цепной реакции в назофаринги-
альных образцах. Среди умерших были 5 мужчин, 
средний возраст которых составил 37,2 ± 4,03 года, 
и 1 женщина в возрасте 26 лет. длительность за-
болевания составляла 14 ± 2,96 суток (от 6 до 
22 суток). длительность пребывания в стационаре 
8,5 ± 2,27 койко-дня (от 1 до 18 койко-дней). Смерть 
больных наступила в период от 10 до 24 суток от 
начала заболевания. По времени смерти пациенты 
были условно разделены на 2 группы: группа «ран-
ней» гибели (10–12 сутки от начала заболевания) и 
группа «поздней» гибели (22–24 сутки). В качестве 
контроля были взяты аутопсийные случаи 10 боль-
ных в возрасте от 22 до 38 лет, умерших от заболе-
ваний не связанных с патологией легких и не име-
ющих в анамнезе хронических неспецифических 
заболеваний легких.

По протоколам аутопсий определяли наличие 
сочетанной и сопутствующей патологии и макро-
скопические изменения внутренних органов. Па-
рафиновые срезы окрашивали гематоксилином и 
эозином, пикрофуксином по методу ван Гизон. Им-
муногистохимическое (ИГХ) исследование прово-
дили непрямым пероксидазным методом с исполь-
зованием первичных антител: антиген вируса гриппа  
A/H1N1, меченного FITC (Influenza A) («Abcam»), 
маркер фибробластов («Diagnostic BioSystems»), 
CD68 («Diagnostic BioSystems»), индуцибельная NO–
синтаза (iNOS) («Novocastra»), TGFR1-3 («Abcam»), 
TNF-α («Diagnostic BioSystems»).

для проведения ИГХ-исследования парафиновые 
срезы легких подвергали депарафинизации, регидра-

тации, демаскировке антигенов в микроволновой печи 
мощностью 700 Вт. Экспозицию с первичными анти-
телами проводили согласно инструкциям производи-
телей. Затем срезы инкубировали с HRP-конъюгатом 
и вторичными антителами (система детекции «Spring 
Bioscience»), далее обрабатывали DAB-субстратом и 
дополнительно окрашивали гематоксилином Майера. 
Визуализацию проводили на микроскопе AxioImager 
A1 с фотокамерой AxioCam MRc (Carl Zeiss). 

Топологию вируса определяли методом иммун-
нофлуоресценции – непрямого анализа с применением 
первичных антител на антиген вируса Influenza A с ис-
пользованием конфокального лазерно-сканирующего 
микроскопа LSM 710 (Carl Zeiss).

для морфометрии использовали закрытую 
тест-систему из 100 точек площадью 3,52х104 мкм2 
и инструментов программы AxioVision (rel. 4.8.2). 
Определяли объемную (Vv) плотность соедини-
тельной ткани (коллагеновых волокон), численную 
плотность (Nai) фибробластов, численную плот-
ность (Nai) клеток, экспрессирующих антиген ви-
руса гриппа А, численную плотность (Nai) макро-
фагов, экспрессирующих iNOS, TNF-α и численную 
плотность (Nai) фибробластов, экспрессирующих 
TGFR1-3. Кроме того, производили расчет «фибро-
пластической активности» по соотношению объ-
емной плотности коллагеновых волокон, приходя-
щихся на один фибробласт [1], в закрытой тестовой 
системе.

Средние величины исследованных параметров 
определяли с помощью пакета анализа данных про-
граммы STATISTICA v.6. для выявления степени 
вероятности достоверности различий сравниваемых 
средних величин применяли t-критерий Стьюдента. 
достоверными считали различия при р < 0,05.

Результаты исследования  
и их обсуждение

На аутопсии у всех больных были вы-
явлены признаки трахеобронхита, пред-
ставленного различными морфологиче-
скими формами от катарально-эрозивного 
до гнойно-некротического. Кроме того, во 
всех 6 случаях была обнаружена двусто-
ронняя пневмония: в 4 случаях вирусно-
бактериальная и в 2 случаях вирусная. 
Осложнения были представлены гемор-
рагическим отеком легких, а также в трех 
случаях отеком и набуханием головного 
мозга. Также в качестве осложнений встре-
чались двусторонний гидроторакс, тром-
боз подключичной и плечеголовной вен и 
острый абсцесс легкого. 

Из представленных в табл. 1 данных 
видно, что у 80 % умерших имелись сопут-
ствующие заболевания. В подавляющем 
большинстве – это ожирение разной степе-
ни выраженности (65 %), в половине случа-
ев встречалась артериальная гипертензия, а 
также стеатоз печени (30 %). В одном слу-
чае в качестве сопутствующего заболева-
ния выступали гемофилия А с хроническим 
гепатитом С, у одного больного в анамнезе 
сахарный диабет II типа.
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таблица 1
Сопутствующие и сочетанные заболевания   

№ 
п/п

Возраст, 
пол Заболевания

1 38 л., муж. Гемофилия А. Хронический гепатит С умеренной степени активности,  
IV стадия фиброза

2 30 л., муж. Ожирение III степени. Стеатоз печени
3 30 л., муж. -

4 36 л., муж. Ожирение III степени. Стеатоз печени. Артериальная гипертензия II, 
гипертрофическая кардоимиопатия

5 26 л., жен. Артериальная гипертензия II. Ожирение I-II степени.
6 52 г., муж. Сахарный диабет II типа. Артериальная гипертензия. Ожирение III степени

У всех больных, независимо от длитель-
ности заболевания был обнаружен вирус-
ный антиген в отделяемом носоглотки. Так-
же, методом иммунофлюоресценции была 
обнаружена экспрессия вирусного антигена 
в различных клетках легких. Антиген виру-
са гриппа А, экспрессировался преимуще-
ственно макрофагами и альвеолоцитами, 
также в небольшом количестве была обна-
ружена его экспрессия в эндотелиоцитах и 
единичных фибробластах. Общее количе-
ство клеток, экспрессирующих вирусный 
антиген, составляло от 33 до 75 клеток в 
тестовой площади, в зависимости от дли-
тельности заболевания. Следует отметить, 
что вирусный антиген определяли в клет-
ках легких вплоть до 24 суток заболевания, 
что может быть свидетельством пролон-
гированной персистенции вируса гриппа 
A (H1N1). При этом имело место нараста-
ние количества инфицированных клеток к 
12 суткам с последующим снижением.

При микроскопическом исследова-

нии легких во всех случаях, независимо 
от сопутствующей патологии, были обна-
ружены сходные морфологические изме-
нения: диффузная лимфомакрофагальная 
инфильтрация с примесью нейтрофилов; 
интерстициальный и альвеолярный отек; 
кровоизлияния; полнокровие и тромбоз со-
судов микроциркуляторного русла. Также 
отмечали десквамацию альвеолярного и 
бронхиального эпителия, плоскоклеточную 
метаплазию эпителия трахеи и бронхов. 
Кроме патоморфологических изменений, 
характерных для трахеобронхита и вирус-
ной/вирусно-бактериальной пневмонии, у 
всех умерших пациентов было обнаружено 
избыточное разрастание соединительной 
ткани, по сравнению с умершими из группы 
контроля (рис. 1), преимущественно в пери-
бронхиальных и периваскулярных зонах, а 
также в интерстиции. Объемная плотность 
соединительной ткани в легких пациентов 
составляла от 4,5 до 10,8 %, что превосходи-
ло контрольные значения от 2 до 5 раз.

Рис. 1. Объемная плотность соединительной ткани в легких пациентов, инфицированных  
вирусом гриппа A/H1N1, и пациентов из группы контроля (аутопсийное исследование)

Поскольку в процессе фиброгенеза 
основным «источником» синтеза компо-
нентов внеклеточного матрикса является 
фибробласт [9], можно полагать, что увели-

чение волокнистой соединительной ткани в 
легких прежде всего связано с увеличением 
количества фибробластов или с повышени-
ем их «фибропластической активности». 
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При иммуногистохимическом исследо-
вании в легких больных, инфицированных 
вирусом гриппа A/H1N1, наблюдали увели-
чение числа фибробластов, максимальное 
количество которых отмечали у больного 

умершего на 6 сутки от начала заболевания. 
При этом «фибропластическая активность» 
была наибольшей у больного, смерть кото-
рого наступила на 22 сутки от начала болез-
ни (табл. 2).

таблица 2
Численная плотность фибробластов легких и их фибропластическая активность  

у пациентов, инфицированных вирусом гриппа A/H1N1, и пациентов из группы контроля 
(аутопсийное исследование)

Номер 
случая

длительность  
заболевания (сутки)

Фибропластическая 
активность Nai фибробластов

контроль – 0,18 11,05 ± 0,45
1 6 0,12 32,61 ± 3,17
2 10 0,54 18,07 ± 1,54
3 10 0,23 25,15 ± 2,72
4 12 0,24 18,58 ± 1,65
5 22 0,62 17,31 ± 0,63
6 24 0,43 24,89 ± 2,06

Исходя из полученных данных, можно 
предполагать, что подобный феномен свя-
зан с тем, что в ранние сроки заболевания 
происходит активная пролиферация фибро-
бластов в ответ на массивное повреждение 
такни легких и гипоксию, а также в ответ 
на персистенцию вируса в макрофагах, аль-
веолоцитах и фибробластах. По мере уве-
личения сроков заболевания происходит 
созревание и дифференцировка юных  фи-
бробластов в миофибробласты [4], часть из 
которых погибает, но при этом, у сохранив-
шихся миофибробластов увеличивается их 
фибропластическая активность.

Как известно, TNF-α обладает способ-
ностью стимулировать не только пролифе-
рацию фибробластов, но и синтез ими кол-
лагена [11]. При иммуногистохимическом 
исследовании образцов легких всех умер-
ших пациентов, независимо от срока забо-
левания, было обнаружено повышенное ко-

личество макрофагов с экспрессией TNF-α 
(рис. 2), минимальное количество которых 
наблюдали у пациента, умершего на 12 сут-
ки заболевания, при этом максимально 
высокие значения наблюдали у больного, 
умершего на 22 стуки заболевания.

Согласно данным, полученным с по-
мощью корреляционного анализа, про-
водимого между величинами численной 
плотности макрофагов, экспрессирую-
щих TNF-α и  «фибропластической актив-
ностью» фибробластов была выявлена 
положительная умеренная корреляци-
онная связь (r = 0,521). Это свидетель-
ствует о том, что по мере увеличения 
длительности заболевания происходит на-
растание уровня TNF-α, который способ-
ствует повышению фибропластической ак-
тивности фибробластов, а соответственно 
увеличению объемной плотности соедини- 
тельной ткани.

Рис. 2. Экспрессия TNF-α и iNOS макрофагами легких у пациентов, инфицированных  
вирусом гриппа A/H1N1, и пациентов из группы контроля (аутопсийное исследование)
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Эндотоксемия и системное воспаление, 
способствующие повреждению тканей и 
продукции NO-синтаз фагоцитами, обу-
словливает избыточное накопление актив-
ных кислородных радикалов (ROS), таких 
как супероксид, перекись водорода и ги-
дроксильные радикалы, тесно связанных с 
фиброзом [3], действующих как интрацел-
люлярные вторичные посредники, оказывая 
профиброгенные эффекты. При проведении 
ИГХ-исследования в легких пациентов, ин-
фицированных вирусом гриппа A/H1N1, 
регистрировали увеличение числа клеток 
различного гистогенеза, экспрессирующих 
iNOS, наибольшее количество которых со-
ставляли макрофаги (рис. 2). Кроме того, 
была выявлена положительная умеренная 
корреляционная связь (r = 0,418) между по-
казателями экспрессии iNOS и количеством 
фибробластов, что, по всей видимости, го-
ворит о повышении пролиферативной ак-
тивности фибробластов под воздействием 
оксида азота.

Немаловажную роль в развитии фи-
броза при инфицировании вирусом гриппа  
A/H1N1 играет TGF-β и его рецептор. 
TGF-β регулирует свою продукцию ма-
крофагами по аутокринному типу и стиму-
лирует моноциты к секреции других фак-

торов роста, участвующих в регенерации 
тканей, а в случае избыточной продукции, 
способствующие фиброзу [7]. У пациен-
тов, инфицированных данным вирусом при 
ИГХ исследовании по сравнению с груп-
пой контроля, наблюдали увеличение ко-
личества фибробластов, экспрессирующих 
рецептор данного фактора роста (рис. 3). 
Наибольшее количество фибробластов, 
экспрессирующих TGFR  наблюдали на 
6 и 10 сутки болезни с уменьшением из 
числа в последующие сроки заболевания. 
При этом обращает на себя внимание тот 
факт, что количество фибробластов, экс-
прессирующих TGFR не имеет корреляци-
онной зависимости с другими изучаемыми 
в данном исследовании параметрами, что 
говорит о его «независимости» от данных 
факторов. Вероятно, активация рецептора 
TGF происходит в ответ на гипоксию и по-
вреждение клеток. Исходя из полученных 
данных следует, что повышенная экспрес-
сия TGFR и последующее связывание его 
с TGF, вероятно, способствуют стимуля-
ции пролиферации фибробластов и синтезу 
ими компонентов внеклеточного матрикса, 
приводящим к увеличению общего объема 
соединительной ткани в легких инфициро-
ванных вирусом гриппа А больных.

Рис. 3. Численная плотность фибробластов легких, экспрессирующих TGFR  
у пациентов, инфицированных вирусом гриппа A/H1N1, и пациентов из группы контроля 

(аутопсийное исследование)

Таким образом, развитие фиброза лег-
ких при гриппе A/H1N1 имеет многофак-
торную природу с участием различных 
механизмов. В основе же формирования и 
поддержания дисбаланса в системе ВКМ 
лежит персистенция вируса. Подобные ме-
ханизмы требуют дальнейшего изучения.
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