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Аннотация

Выполнено экспериментальное моделирование острого воспаления в легких у мышей путем ингаляции 
аэрозоля липополисахарида из микробной клетки Salmonella typhi. Показано, что после ингаляционного аэро-
зольного введения в течение 60 мин липополисахарида (размер частиц 1.1±0.1 мкм) в дозе 5.3 мкг/кг на (5–7)-е 
сутки наблюдается выраженное гемодинамическое и эмфизематозное обратимое изменение в легких, харак-
терное для острого воспаления легких.
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ВВЕДЕНИЕ

Повышение эффективности лекарственных 
средств и снижение их побочных эффектов – 
одна из важнейших задач, стоящая перед ис-
следователями последние три десятилетия [1, 2]. 
Наиболее перспективным среди предлагаемых 
в настоящее время подходов является адресная 
доставка действующих веществ к пораженному 
органу [3, 4], так как такой метод позволяет ло-
кально создать необходимую действующую кон-
центрацию и потенциально снизить общую на-
грузку на организм.

В случае заболевания органов дыхания наи-
более простым способом адресной доставки слу-
жит ингаляционное введение. Показано [5], что 
такой способ позволяет в несколько раз повы-
сить концентрацию антибактериального веще-
ства в тканях легких по сравнению с паренте-

ральным введением. Кроме того, введение несте-
роидных противовоспалительных средств (НПВС) 
путем ингаляции в виде аэрозольных наноча-
стиц при сохранении прежнего терапевтическо-
го эффекта снижает дозу лекарственного веще-
ства в 104 раз по сравнению с пероральным спо-
собом [6].

Как правило, исследования, посвященные ин-
галяционной доставке лекарственных средств, 
проводятся на здоровых животных. Однако в 
реальных условиях начало лечения происходит 
при наличии воспалительных процессов в лег-
ких, что может оказывать заметное влияние 
на эффективность применения лекарственных 
средств и их всасывание. Поэтому для всесто-
ронней оценки эффективности ингаляционного 
метода было необходимо провести исследования 
на модели поврежденных легких.
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Методы, представленные в литературе [7–9], 
позволяющие вызывать повреждение легких у 
лабораторных животных, как правило, требуют 
проведения предварительной анестезии живот-
ным и сложных манипуляций по интраназаль-
ному или интратрахеальному введению стиму-
лятора воспаления. Цель настоящей работы – 
разработка простого метода создания модели 
острого повреждения легких у мышей путем 
непосредственной ингаляции аэрозоля липопо-
лисахарида, выделенного из бактерий Salmo-
nella typhi.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Генерация аэрозоля осуществлялась мето-
дом ультразвукового распыления раствора с 
помощью генератора, принципы работы которо-
го представлены в работе [10]. Объемная ско-
рость основного потока: Q

1
 = 0.4 л/мин, разбав-

ляющего потока: Q
2
 = 2.8 л/мин. Осушитель 

аэрозольного потока не использовался. Объем 
распыляемого раствора составлял 8 мл.

Для генерации аэрозоля был использован пре-
парат “Пирогенал” (НИЦЭМ им. Н. Ф. Гамалеи, 
Москва), представляющий собой липополисаха-
рид с концентрацией 100 мкг/мл, выделенный из 
микробной клетки Salmonella typhi, в фосфатно-
солевом буферном растворе (pH 6.7–7.3).

Счетную и массовую концентрацию, а также 
распределение по размерам образующихся аэ-
розольных частиц определяли с помощью опти-
ческого аэрозольного спектрометра (ОСА) [10]. 
Прибор позволяет измерять концентрацию ча-
стиц в диапазоне: счетную – от 10 до 3•105 см–3, 
массовую – от 0.01 до 500 мг/м3, а также раз-
меры частиц – от 0.3 до 10 мкм.

Ингаляцию аэрозоля лабораторным живот-
ным осуществляли в камере типа nose-only 
(“только нос”) [10], позволяющей выполнять экс-
перимент одновременно с 12 животными. 

Исследования проводили на лабораторных мы-
шах-самках линии CD-1 с массой тела 24±2 г, 
полученных из вивария ФИЦ Института цито-
логии и генетики СО РАН (Новосибирск), ко-
торые перед началом эксперимента проходили 
карантин в течение 14 суток. Животные содер-
жались в стандартных условиях, по 6 особей 
в клетке, при соблюдении светового режима 
(день-ночь по 12 ч) при свободном доступе к 
воде и корму, с использованием в качестве под-
стилки древесных опилок. Всего в исследовании 
использовано 28 животных, из которых 4 мыши 

представляли контрольную группу для гисто-
логического исследования, а 24 особи были раз-
делены на 2 группы по 12 штук: первая группа 
получала ингаляцию аэрозолем из раствора 
фосфатно-солевого буфера (pH 6.9); вторая – 
получала ингаляцию препаратом “Пирогенал”. 
Ингаляция обеим группам осуществлялась од-
нократно в течение 60 мин.

Все манипуляции с животными проводились 
в соответствии с законодательством Российской 
Федерации (ГОСТ 33044-2014 “Принципы над-
лежащей лабораторной практики”), решением 
“Об утверждении Правил надлежащей лабо-
раторной практики Евразийского экономиче-
ского союза в сфере обращения лекарственных 
средств” от 03.11.2016 г. ¹ 81 и положениями 
Директивы 2010/63/EU Парламента ЕС и Со-
вета Европейского Союза от 22.09.2010 г. о за-
щите животных, используемых в научных це-
лях. Протокол исследования на животных был 
одобрен Этическим комитетом Института органи-
ческой химии им. Н. Н. Ворожцова СО РАН (про-
токол ¹ П-05-06.2022-14, утвержден 05.06.2022 г.).

Оценку развития острого воспаления прово-
дили с помощью общего анализа крови на 5-е, 
7-е и 12-е сутки на гематологическом анализа-
торе BC-2800 Vet (Mindray, Китай). Объем ана-
лизируемой пробы крови – 20 мкл.

Для подтверждения развития воспаления в 
тканях легких проводили гистологический ана-
лиз, для которого животных выводили из экс-
перимента на 5-е, 7-е и 12-е сутки и забирали 
легкие. Далее легкие фиксировали в забуфе-
ренном растворе формалина и подвергали стан-
дартной обработке на гистологическом комплек-
се Mikrom (Carl Zeiss, Германия) с последую-
щей заливкой в парафиновые блоки. Срезы 
толщиной 3–4 мкм окрашивали гематоксилином 
и эозином. Анализ проводили методом световой 
микроскопии в проходящем свете на микроско-
пе Axioskop 40 (Carl Zeiss). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При ультразвуковом распылении раствора пре-
парата “Пирогенал” был получен аэрозоль со 
счетной концентрацией частиц 70 000±3500 см–3 
и средним размером частиц 1.1±0.1 мкм. Концен-
трация частиц при распылении раствора фосфат-
но-солевого буфера составила 70 000±3500 см–3, 
а их средний размер – 0.7±0.1 мкм. Одинаковые 
значения концентрации в обоих случаях обуслов-
лены постоянной частотой колебаний пьезоэле-
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мента генератора аэрозоля. Изменение доли 
растворенных веществ в распыляемой жидко-
сти обусловливает уменьшение среднего размера 
частиц при переходе от препарата “Пирогенал”, 
содержащего липополисахарид (100 мкг/мл), к 
фосфатно-солевому буферному раствору.

Ингаляцию животных проводили аэрозолем 
с приведенными выше параметрами.

Для оценки ингаляционной дозы (Dose, мкг) 
липополисахарида, полученного животными, ис-
пользовали следующую формулу:

Dose =
CV

1
C

sol
e(d)v

m
t

(1)
BW

где C = 70 000 см–3 – счетная концентрация 
аэрозольных частиц; V

1
 = 1.4•10–11 см3 – объем 

первичной капли, образующейся при ультразву-
ковом распылении раствора; C

sol
 = 100 мкг/мл – 

концентрация липополисахарида в распыляемом

растворе; e(d) = 0.85 exp 

–

1 


ln(d/4) 


2 
+2 2.2

+ 0.60 exp 

–

1 


ln(d/1590) 


2 

– доля частиц

2 1.1
данного размера (d, нм), оседающих в дыхатель-
ных путях мыши [11]; t – время ингаляции, мин; 
v

m
 = 595(BW)0.75 – минутный объем дыхания 

мыши [12]; BW ≈ 0.024 кг – масса мыши. Учиты-
вая, что для частиц с диаметром 1.1 мкм (1100 нм) 
величина ε(d) = 0.6, а время ингаляции t = 60 мин, 
согласно формуле (1), получаем, что получен-
ная животными доза составляет 5.3 мкг/кг или 
0.127 мкг на мышь.

На рис. 1 приведена динамика изменения по-
казателей лейкоцитарной формулы у мышей по-
сле ингаляции аэрозолем препарата “Пирогенал” 
в сравнении со значениями физиологической 
нормы для взрослых беспородных мышей [13]. 

Установлено, что после воспроизведения остро-
го воспаления препаратом “Пирогенал”, начиная 
с 5-х суток, в крови мышей наблюдается замет-
ное общее увеличение количества белых кровя-
ных телец со смещением в сторону увеличения 
лимфоцитов и снижения моноцитов, что являет-
ся свидетельством развития воспалительного про-
цесса. У мышей, получивших ингаляцию аэро-
золя фосфатно-солевого буфера, общая концен-
трация лейкоцитов составляла (7.1±0.6)•109 кл/л 
и оставалась на этом уровне весь период на-
блюдений (12 суток).

Для подтверждения развития острого воспа-
ления в тканях легких мышей были проведены 
гистологические исследования, на основании ко-
торых показано, что в легких животных кон-
трольной группы (без ингаляции) и в группе 
животных, получивших аэрозоль фосфатно-
солевого буфера, патологических изменений не 
выявлено (рис. 2). В частности, на фоне физио-
логического полнокровия слизистая оболочка 
долевых бронхов выстлана высоким призмати-
ческим эпителием, подслизистый слой слабо 
выражен, мышечная оболочка образована глад-
комышечными волокнами, адвентиция – плот-
ной волокнистой соединительной тканью. Ме-
жальвеолярные перегородки тонкие. В мелких 
бронхах наблюдается выраженная складчатость 
слизистой, в просветах их выявляются слущен-
ные эпителиоциты, единичные лейкоциты. Про-
светы терминальных бронхов и альвеол без при-
знаков эмфизематозного расширения. 

У животных, получивших ингаляцию препа-
ратом “Пирогенал”, на 5-е и 7-е сутки в легких 
наблюдаются выраженные гемодинамические на-

Рис. 1. Динамика изменения концентрации показателей 
лейкоцитарной формулы у мышей после ингаляции препа-
рата “Пирогенал”. Значение нормы приведено согласно [13].

Рис. 2. Легкое без воздействия аэрозоля. В просвете мелкого 
бронха слущенные эпителиоциты. Окраска гематоксилином 
и эозином. Увеличение ×200.
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рушения: лейкоцитарная инфильтрация пери-
васкулярных и перибронхиальных пространств, 
утолщение межальвеолярных оболочек (рис. 3, 4). 
Стенки бронхов утолщены, отечны. Бронхиаль-
ный эпителий характеризуется складчатостью, 
что служит косвенным признаком бронхоспаз-
ма. В полости альвеол встречаются слущенные 
альвеолоциты, эритроциты.

На 12-е сутки наблюдается прогрессирую-
щее развитие гемодинамических, эмфизематоз-
ных и выраженных воспалительных процессов. 
На фоне выраженного полнокровия усиливают-
ся периваскулярный, перибронхиальный отек и 
полиморфноклеточная лейкоцитарная инфиль-
трация (рис. 5). В респираторном отделе легких 
эмфизематозные изменения носят распространен-
ный характер и наблюдаются как в терминаль-
ных альвеолах и бронхиолах, так и в терминаль-

ных бронхах. Выявленные патологические изме-
нения носят обратимый характер, однако могут 
быть причиной развития гипоксических про-
цессов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработан и опробован метод создания остро-
го воспалительного процесса в легких мышей. 
Для этого была выполнена ингаляция аэрозо-
лем с размером частиц 1.1±0.1 мкм, содержащим 
липополисахарид, выделенный из микробной 
клетки Salmonella typhi, в камере типа nose-
only (“только нос”). Доставленная ингаляцион-
ная доза липополисахарида в дыхательную си-
стему мышей составила 5.3 мкг/кг. В результате 
такой ингаляции на (5–7)-е сутки гистологичес
кое исследование показало развитие гемодина-

Рис. 3. Легкое (а, б ) после воздействия аэрозоля препарата “Пирогенал” на 5-е сутки. Эмфизематозное расширение 
альвеол, полнокровие сосудов, в полости альвеол встречаются слущенные альвеолоциты, эритроциты. Окраска гематок-
силином и эозином. Увеличение ×200.

Рис. 4. Легкое (а, б ) после воздействия аэрозоля препарата “Пирогенал” на 7-е сутки. Полнокровие сосудов, периваску-
лярный отек, утолщение межальвеолярных перегородок. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение ×200.
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мических, эмфизематозных и выраженных вос-
палительных процессов распространенного ха-
рактера. На 12-е сутки наблюдался прогресс 
развития воспалительного процесса в легких 
животных, что подтверждают гистологическое 
и гематологическое исследования.

Исследование выполнено за счет гранта Россий-
ского научного фонда (проект ¹ 19-73-10143, https://
rscf.ru/project/19-73-10143/).
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Рис. 5. Легкое после воздействия аэрозоля препарата “Пирогенал” на 12-е сутки. Полнокровие сосудов, периваскуляр-
ный отек, эмфизематозное расширение альвеол в респираторном отделе легких. Окраска гематоксилином и эозином. 
Увеличение ×100 (а), ×200 (б ).


