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Степень морфофункциональной полноценности 
альвеолоцитов 2-го типа, выделенных из легких, уста­
навливается с учетом нескольких критериев, которые 
основаны на определении проницаемости плазмати­
ческой мембраны, уровня поглощения кислорода, а 
также измерении дыхательной функции митохондрий.

Выделенные из легких АК-2 содержат сравнитель­
но высокие концентрации некоторых цитоплазмати­
ческих ферментов, например лактатдегидрогеназы. 
За 1 ч инкубации в среде из 1 • 106 АК-2, полученных 
из легких взрослых крыс, в культуральную среду вы­
ходит до 5,7% лактатдегидрогеназы, т.е. почти такое 
же количество, какое обнаружено в среде, содержа­
щей альвеолярные макрофаги (А М ) и лейкоциты 
БАС, не подвергавшейся действию протеаз [18]. Это 
указывает на функциональную полноценность внут­
риклеточных структур, в частности цитоплазматичес­
кой сети и рибосом, ответственных за синтез белков.

В свежих изолированных АК-2 выявляется высокая 
активность щелочной фосфатазы, умеренная актив­
ность кислой фосфатазы в области цитофосфолипо- 
сом и слабая или отсутствие активности галактози- 
дазы [8,9]. Такая гистохимическая характеристика 
изолированных АК-2 сходна с таковой для альвеоло­
цитов 2-го типа, входящих в состав альвеолярной 
выстилки интактных легких [8].

Белок распределяется по фракциям органелл изо­
лированных АК-2 таких же образом, как и в анало­
гичных фракциях легочного гомогената. В  изолиро­
ванных АК-2 взрослых крыс Спрейг-Доули выявлен 
рецептор к аллопротеину сурфактанта (SP-A) при 
помощи изотопа 12H-SP-A [16].

Активность ферментов, причастных к биосинтезу 
фосфолипидов, выявлена в фракции цитоплазмати­
ческой сети изолированных АК-2. Это глицерол-3- 
фосфатацилтрансфераза и холинфосфотрансфераза. 
Активность этих ферментов в фракции цитоплазма­
тической сети из АК-2 в 2-4 раза выше, чем в ана­
логичных фракциях из АМ  [7].

Уровень ферментов, участвующих в синтезе ди- 
пальмитоилфосфатидилхолина (Д П Ф Х) de novo} в 
изолированных АК-2 из легких взрослых крыс очень 
высок [7]. Специфическая активность холинкиназы,

холинфосфотрансферазы и лизолецитинацилтрансфе- 
разы в АК-2 почти в 10 раз выше, чем в гомогенате 
из тканей целых легких.

Только что выделенные АК-2 из легких взрослого 
кролика содержат 113 мг белка и 1,18 мг фосфора 
фосфолипидов на 1 • 106 клеток [18,21].

Фосфолипидный состав АК-2 легких взрослых жи­
вотных представлен в таблице; он отражает функцио­
нальное состояние этих клеток в момент их выделе­
ния из органа. Изолированные АК-2 содержат 
больше фосфолипидов, чем АМ  БАС, полученные от 
тех же животных. Значительные различия между 
этими клетками проявляются и в их фосфолипидном 
составе. В изолированных АК-2 легких как крыс, так 
и кроликов преобладает фосфатидилхолин —  Ф Х  
(лецитин), на долю которого приходится более 
40-50% всех фосфолипидов [12,21].

В фракции Ф Х  из АК-2, выделенных из легких 
взрослых кроликов, содержится 31,9%, а в АМ  — 
19,8% Д П Ф Х  [18]. Приведенные данные свидетельст­
вуют о том, что каждая АК-2 содержит почти вдвое 
больше ДПФХ, чем АМ. Если учесть, что объем АМ  
почти в 2-3 раза больше, чем объем АК-2, то концен­
трация Д П Ф Х  в одном альвеолоците 2-го типа почти 
в 6 раз больше, чем в одном АМ  [15,18]. Несмотря на 
то что наличие Д П Ф Х  не специфично для АК-2, так 
как он входит в состав всех клеточных мембран и со­
держится в АМ, этот фосфолипид обнаружен в АК-2 
в значительно больших концентрациях. Уникальность 
Ф Х  и Д П Ф Х  легочного сурфактанта iti vivo и изоли­
рованных АК-2 заключается в их богатстве насыщен­
ными жирными кислотами. В связи с этим многие ис­
следователи считают, что Д П Ф Х  может служить 
биохимическим маркером изолированных АК-2.

Помимо Ф Х  в клетках, как и в составе сурфактан­
та in vivo, имеются и другие фосфолипиды, представ­
ленные в различном количественном выражении. Так, 
на долю фосфатидилэтаноламина приходится 12-18% 
от всех фосфолипидов. Содержание фосфатидилглице- 
рина и сфингомелина не превышает 10-15%, однако 
колеблется, согласно данным разных авторов, в зна­
чительных пределах. Фосфолипиды изолированных 
АК-2 из легких взрослых кроликов включают так-
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же фосфатидилинозитол (3 ,1 % ), фосфатидилсерин 
(1 ,9% ), кардиолипин (3 ,7%), лизофосфатидилхолин 
(0 ,4 % ). На долю других неидентифицированных 
фракций фосфолипидов приходится до 1,1% [7].

Таким образом, АК-2, выделенные из легких и под­
вергавшиеся действию протеаз, сохраняют свою 
ферментативную активность. Более того, в них про­
является специфическая активность ферментов, уча­
ствующих в синтезе фосфолипидов, в частности в 
синтезе Д П Ф Х . Высокая активность ферментов фос- 
фолипидного синтеза свидетельствует о функцио­
нальной полноценности изолированных АК-2. Состо­
яние изолированных АК-2 во многом отражает 
биохимический статус альвеолоцитов 2-го типа лег­
ких iti vivo. Этот вывод чрезвычайно важен, так как 
он позволяет использовать изолированные АК-2 в ка­
честве модельной системы для изучения метаболизма 
и синтетических процессов в легких в обычных фи­
зиологических условиях, а также при различных экс­
периментальных воздействиях и легочной патологии.

М етаболические и функциональны е  

возм ож ности альвеолоцитов 2-го типа, 
изолированны х из легких

Суспензия АК-2, выделенных из легких взрослых 
крыс Спрейг-Доули, поглощает 46,9±5,8 нмоль кисло­
рода в час на 1 • 106 клеток в условиях отсутствия ка­
кого-либо субстрата [9]. Наряду с этим при помощи 
полярографии показано, что изолированные АК-2 из 
легких взрослых крыс Лонг-Эванс и Спрейг-Доули,

лишенных патогенной флоры, утилизируют 101 ±21 
нмоль/ч кислорода на 1 • 106 клеток [11]. При добав­
лении в инкубационную среду 10 мМ сукцината на­
трия поглощение кислорода возрастает только на 10% 
[11]. Поэтому полагают, что клетки могут быть непро­
ницаемы для сукцината натрия. Известно, что сукци- 
нат натрия прекрасный субстрат для изолированных 
митохондрий; он стимулирует процессы дыхания. Если 
предположить, что сукцинат натрия не проникает че­
рез плазматическую мембрану АК-2, то можно думать
0 ее хорошей сохранности, несмотря на обработку 
протеазами. Изолированные АК-2 из легких взрослых 
кроликов поглощают 76± 12 нмоль/ч кислорода на
1 • 10е клеток спустя 1-2 ч инкубации [18].

Добавление в среду, где находятся АК-2, глюкозы 
мало изменяет степень поглощения кислорода, однако 
в присутствии сукцината натрия этот процесс акти­
вируется и показатель утилизации кислорода может 
увеличиваться до 20-30%. Введение в инкубацион­
ную среду актиномицина А —  ингибитора дыхания 
митохондрий полностью прекращает дыхание и по­
глощение кислорода, а в присутствии олигомицина 
утилизация кислорода клетками сокращается на 
50%. Если после подавления дыхания в среду доба­
вить восстановители окислительного фосфорилиро- 
вания, то АК-2 опять начинают поглощать кислород. 
Эти результаты указывают на функциональную пол­
ноценность митохондриального аппарата изолирован­
ных АК-2. Интенсивность утилизации кислорода изо­
лированными АК-2 зависит, по-видимому, от метода 
выделения клеток, степени их жизнеспособности,

Т а б л и ц а

Фосфолипидный состав изолированных альвеолоцитов 2-го типа легких взрослых животных

Фракция фосфолипидов

Содержание по отношению к суммарным фосфолипидам, %

крысы кролики

[15] [15] [11] [7]

Общие фосфолипиды * * * 100,0 100,0 100,0

Фосфатидилхолин 67,0±3,0 48,2±2,3 71,8 66,7

Фосфатидилэтаноламин 14,3±4,0 18,7± 1,1 12,6 13,5

Фосфатидилглицерин 9,0±3,0 ★ 10,3 3,5

Фосфатидилинозитол 1,7±0,6 ★ 0,5 3,1

Фосфатилсерин 3,0±1,7 * ★ 1,9

Сфингомиелин 3,0±1,0 15,4±5,3 1,2 6,1

Кардиолипин * ★ ★ 3,7

Лизофосфатидилхолин * ★ 0,3** 0,4

Другие фракции 2 ,0±1,0 17,7±6,6 3,0 1,1

П р и м е ч а н и е .  * —  содержание фракции не указано, ** —  содержание лизоф осф атидилхолина вм есте  с  ф осф атидилсерином , *** —  сод ер ­

жание общих ф осф олипидов —  52,9 нмоль на 106 клеток.



чистоты клеточной фракции, а также условий фер­
ментативной обработки легких. В связи с этим уро­
вень поглощения кислорода может служить не толь­
ко показателем метаболической активности клеток, 
но и критерием их жизнеспособности.

Инкубация изолированных АК-2 в присутствии 14С- 
глюкозы выявила способность клеток продуцировать 
лактат, пируват и выделять ИС 02 в линейно возраста­
ющих количествах с увеличением времени инкубации 
[9,18]. Следовательно, внутри АК-2 происходит транс­
порт глюкозы, превращение ее в лактат и пируват, а 
также окисление до С 02. Сравнительно низкий пока­
затель соотношения лактата к пирувату указывает, по 
мнению авторов, на нормальное метаболическое со­
стояние клеток. Сравнительное исследование метабо­
лизма АК-2 и А М  показало, что АК-2 включают мень­
ше глюкозы и продуцируют меньше лактата, чем АМ.

Изолированные АК-2 из легких взрослых крыс 
включают 353-метионин [26], а также 14С-лейцин
[11]. Появление предшественников белкового синте­
за в АК-2 свидетельствует о функциональной сохран­
ности цитоплазматической сети и цитоплазматичес­
ких источников энергии.

В легочном сурфактанте преобладают фосфолипи­
ды. Причем Д П Ф Х  наиболее поверхностно-активный 
компонент. Изолированные АК-2 из легких взрослых 
животных содержат высокие концентрации Ф Х  
(3,0 мкг Р на 1 мг белка), из которого более 50% 
приходится на долю Д П ФХ.

Наряду с этим в ряде исследований была выявлена 
прямая корреляция между числом цитофосфолипосом 
(осмофильных пластинчатых телец) в альвеолоцитах 
2-го типа и наличием поверхностно-активного ФХ. 
При помощи авторадиографии было показано, что ме­
ченая пальмитиновая кислота концентрируется в 
АК-2 легких. Таким образом, существовало косвен­
ное подтверждение того, что АК-2 активно синтези­
руют фосфолипиды легочного сурфактанта. Однако 
отсутствовали прямые доказательства связи между 
синтезом поверхностно-активных веществ сурфактан­
та и функцией АК-2.

Известно, что in vivo  альвеолоциты 2-го типа 
включают меченые предшественники синтеза Ф Х . 
Возник вопрос, продолжается ли синтез фосфолипи­
дов в АК-2 после того, как они были изолированы из 
легких и помещены в культуральную среду. Для то­
го чтобы ответить на этот вопрос, были проведены 
специальные работы [11,35]. Взрослым сирийским 
хомякам внутривенно однократно вводили ^-паль­
митиновую кислоту. Через 4 ч после импульсной 
метки из легких выделяли АК-2. Было обнаружено, 
что клетки содержат сравнительно высокие концент­
рации меченой пальмитиновой кислоты, что указыва­
ло на быструю метаболизацию предшественников 
синтеза фосфолипидов в этих клетках.

Изолированные АК-2 легких взрослых кроликов 
инкубировали в течение часа с различными предше­
ственниками синтеза Ф Х  и определяли радиоактив­

ную метку в клеточной фракции и инкубационной 
среде [15]. Оказалось, что АК-2 активно включают 
14С -холин и 14С-этаноламин. Знаменательно, что в 
50% меченого холина обнаружено в составе Ф Х , а 
35% — в Д П ФХ.

Меченый этаноламин выявлен только в фракции 
фосфатидилэтаноламина, а меченые метионин и гли­
церин включались в Ф Х  АК-2 в небольших количест­
вах. Эти данные позволили прийти к выводу, что изо­
лированные АК-2 способны синтезировать Д П Ф Х  — 
основной компонент легочного сурфактанта. При 
этом синтез Д П Ф Х  осуществляется главным образом 
через цитидиндифосфохолиновый путь. Сравнительно 
незначительное включение 14С-этаноламина и мети­
ловых групп 14С-метионина в Ф Х  АК-2 указывает на 
относительно небольшой вклад трансметилирования 
в синтез внутриклеточного лецитина [15].

Впервые [24] было показано, что 14С-пальмитино- 
вая кислота активно включается не только в Ф Х , но 
и в фосфатидилглицерин (Ф Г ) АК-2 как in vivo , так 
и in vitro . Эти данные позволили предположить, что 
синтез Ф Г  является одной из важных метаболичес­
ких функций АК-2. В последующих исследованиях 
было установлено, что действительно в Ф Г  АК-2 
включается больше 14С-пальмитата, чем во все ос­
тальные фракции фосфолипидов, исключая Ф Х . В 
Ф Г  АМ  включается в 35 раз меньше меченого паль- 
митата, чем в Ф Г  альвеолоцитов 2-го типа [24].

Наряду с активным поглощением меченых пред­
шественников синтеза фосфолипидов АК-2 наблюда­
лось повышение концентрации меченого Д П Ф Х  в 
инкубационной среде, где находились клетки. Это 
служило прямым доказательством выделения (секре­
ции) АК-2 поверхностно-активного материала легоч­
ного сурфактанта.

Установлено, что изолированные АК-2 включают 
и другие меченые предшественники синтеза фосфо­
липидов: 14С-ацетат, 14С-глицерин, 14С-олеат, 14С-ли- 
нолеат [15,18,24]; 49% 14С-ацетата включается в Ф Х  
изолированных АК-2, который содержит 78% метки 
в Д П ФХ. Скорость включения меченого ацетата в 
Ф Х  3,9 нмоль/106 клеток/ч при концентрации пред­
шественника в культуральной среде 1 мМ.

Преимущественно в Ф Х  включается также 14С- 
пальмитат (86%  от общих липидов) и 14С-холин
[24]. Поглощение меченого ацетата, пальмитата в об­
щие липиды, Ф Х  и Д П Ф Х  остается постоянным 
между 30-ю минутами и 3-мя часами инкубации кле­
ток. Синтез Д П Ф Х  в изолированных АК-2 протекает 
в 10 раз активнее, чем в АМ  [18].

Меченый глицерин появляется в Ф Х  АК-2 в не­
значительных количествах. Однако при повышении 
концентрации изотопа в инкубационной среде он на­
чинает включаться более активно.

Фосфатидилглицерол, представленный в незначи­
тельных количествах в фосфолипидах большинства 
тканей млекопитающих, обнаружен в высоких кон­
центрациях в паренхиме легких. Относительно высо­



кое его содержание наблюдается и в поверхностно­
активной фракции легочного смыва. В связи с этим 
было высказано предположение [24] о том, что Ф Г  
делает значительный вклад в поверхностно-активные 
свойства легочного сурфактанта и обеспечение ста­
бильности респираторного отдела легких, а также 
определяет свойства легочного сурфактанта. Неболь­
шие количества Ф Г  присутствуют в митохондриях 
клеток различных органов и служат субстратом для 
синтеза дифосфатидилглицерина (кардиолипина). 
Поскольку поверхностно-активный материал в альве­
олах легких продуцируется альвеолоцитами 2-го ти­
па, то вполне естественно было изучить синтез Ф Г  в 
этих клетках in vitro. Оказалось, что Ф Г  изолиро­
ванных АК-2 из легких взрослых кроликов включает 
наполовину меньше 14С-глюкозы, чем Ф Х , но боль­
ше, чем другие фракции фосфолипидов. При синтезе 
Ф Г  преимущественно используется пальмитат, в Ф Г  
включается больше 14С-пальмитата, чем во все фрак­
ции фосфолипидов, помимо Ф Х  [24]. Таким образом, 
Ф Г  изолированных АК-2 может синтезироваться из 
глюкозы и жирных кислот, при этом внутриклеточ­
ный синтез Ф Г  протекает намного активнее, чем в 
A M  [18,24]. Вполне обоснованно можно считать, что 
Ф Г  является одним из наиболее функционально-ак­
тивных фосфолипидов АК-2, так как в него больше, 
чем в другие фракции, кроме Ф Х , включается мечен­
ной 14С-глюкозы и 14С-пальмитата.

Изолированные АК-2 оказались удобной модель­
ной системой для выявления внутриклеточного син­
теза жирных кислот [11]. Установлено, что в липиды 
АК-2 интенсивно включается 14С-глюкоза и 14С-лей- 
цин [11,24]. Распределение метки по различным 
фракциям фосфолипидов происходит неодинаково. 
Около 90%  14С-глюкозы, включавшейся в Ф Х , обна­
ружено в Д П Ф Х  и 1 %  в жирно-кислотных остатках. 
При инкубации изолированных АК-2 с 14С-лейцином 
приблизительно 50% метки находится в липидах. 
Наиболее интенсивно 14С-лейцин включают Ф Х  
(71,7%) и Ф Г  (16,7%). При этом основная часть 
метки сосредотачивалась в жирно-кислотной фрак­
ции эстерифицированных липидов. Приведенные дан­
ные свидетельствуют о том, что АК-2 активно участ­
вуют в биосинтезе жирных кислот и могут 
метаболизировать субстраты для их синтеза.

Поверхностно-активная фракция, выделенная из 
целых легких, может также включать незначитель­
ное количество 14С-лейцина в жирные кислоты. В 
липидах A M  14С-лейцин не обнаружен.

Суммируя приведенные выше результаты, можно 
прийти к выводу, что изолированные АК-2, подвергав­
шиеся воздействию протеаз, способны выполнять ос­
новные функции окисления и гликолиза. При этом 
внутриклеточные промежуточные пути метаболизма 
кислорода и глюкозы оказываются интактными, и ак­
тивно работает биохимический механизм дыхания. 
Альвеолоциты 2-го типа, изолированные из легких, 
сохраняют также свойства осуществлять транспорт­

ные процессы, необходимые для поглощения глюкозы, 
а также для ее метаболических преобразований в 
цитоплазме и митохондриях. Альвеолоциты 2-го типа 
синтезируют Д П ФХ, используя при этом холин, паль­
митат, глицерин, ацетат, глюкозу, олеат, линолеат. Из 
всех жирных кислот для синтеза Ф Х  преимуществен­
но используется пальмитат. Ф Г  может синтезировать­
ся в АК-2 с использованием глюкозы и жирных 
кислот. Интенсивное включение предшественников 
синтеза фосфолипидов, высокая специфическая ак­
тивность ферментов, участвующих в нем, свидетель­
ствуют о функциональной полноценности изолирован­
ных альвеолоцитов 2-го типа. Эти клетки являются 
основным источником альвеолярного сурфактанта.

Пролиферативные возможности АК-2 в культуре

Альвеолоциты 2-го типа являются одной из актив­
но пролиферирующих популяций [2,3,13]. В этих 
клетках совмещается способность к специфическим 
синтезам и делению митозом, несмотря на их высо­
кую дифференцировку. При различных воздействиях 
на легкие именно АК-2 выходят из состояния покоя и 
начинают пролиферировать. В настоящее время АК-2 
рассматриваются некоторыми исследователями как 
"стволовые" клетки альвеолярной выстилки [2,13].

Для выяснения способности изолированных АК-2 
к пролиферации была проведена специальная работа 
[20]. Взрослым сирийским хомякам внутрибрюшинно 
однократно вводили 3Н-тимидин, а через 4 ч в фрак­
ции изолированных АК-2 определяли удельную ак­
тивность метки. Высокий уровень 3Н-тимидина в 
фракции АК-2 свидетельствовал о значительных про­
лиферативных возможностях этой популяции клеток 
легких. Однако количественные данные о митотичес­
кой активности изолированных АК-2 в литературе 
нами не обнаружены.

М орфофункциональны е особенности  

альвеолоцитов 2-го типа в первичной культуре

Для культивирования АК-2 успешно применяется 
модифицированная среда Игла, в которую добавляют 
антибиотики [25]. Концентрация телячьей сыворотки 
в культуральной среде достигает 10% [1,25]. Для 
клеток многих органов требуются более низкие 
(5 % ) концентрации сыворотки. Исключение составля­
ют эндотелиоциты кровеносных сосудов, для которых 
оптимальная концентрация сыворотки в культураль­
ной среде должна достигать 20%  [1]. В  большинстве 
исследований к среде не добавляют какие-либо сти­
муляторы роста клеток: формирование монослоя АК- 
2 и их клонирование возможно в отсутствии факто­
ров роста. Культивирование АК-2, как и клеток 
большинства органов млекопитающих, осуществля­
ется при 37°С в атмосфере, содержащей 10% С 02 и 
90% воздуха. Смена культуральной среды проводит­
ся каждые 48 ч [25].



В зависимости от целей исследования используют 
краткосрочную (до 24 ч) пролонгированную (до 
10 сут) первичную культуру АК-2. В литературе име­
ются данные о клонировании культуры АК-2 из легких 
взрослых кроликов и крыс в течение одного года [10].

Альвеолоциты 2-го типа можно культивировать в 
пластиковых чашках без использования какого-либо 
субстрата. Исходная плотность АК-2 в начале куль­
тивирования в этих случаях достигает 2* 106 клеток 
на 2,1 см3 [4,25]. В течение 1-2 сут жизнеспособные 
АК-2 прикрепляются к дну пластиковых чашек. В 
это же время клетки распластываются и формируют 
монослой.

Митозы в культуре АК-2 из легких взрослых жи­
вотных, а также из эмбрионального легкого человека 
встречаются сравнительно редко. Фибробласты, вы­
деленные из эмбрионального легкого человека одно­
временно с АК-2, пролиферируют более активно и 
через 20 ч число фибробластов удваивается. Проли­
феративная активность АК-2 в слившемся монослое 
значительно ниже, чем в клетках преконфлюентной 
культуры. Фенотипические черты АК-2 сохраняются 
почти полностью в течение первых 3 дней культиви­
рования в обычных условиях в пластиковых чашках 
14,23].

В первичной культуре АК-2, поддерживаемой в 
пластиковых чашках, клетки сравнительно быстро 
(после 72 ч) начинают утрачивать признаки диффе- 
ренцировки.

В ряде работ [17,26] показано, что фенотип АК-2 и 
степень их дифференцировки зависят во многом от 
субстрата, на котором растут клетки. Если АК-2 из 
легких взрослых крыс выращивать на фиксированном 
субстрате из крысиного коллагена 1-го типа, а также 
на бесклеточном матриксе роговицы [5,19], то лучше 
сохраняются признаки морфологической дифферен­
цировки в пластиковых чашках, постепенно снижает­
ся способность АК-2 к биосинтезу фосфолипидов. 
В культуре АК-2 из легкого взрослых крыс, располо­
женных на бесклеточной базальной мембране амнио­
тической оболочки человека, лучше и более продол­
жительное время (до 8-10 дней) поддерживаются 
фенотипические характеристики клеток и медленнее 
утрачивается их способность синтезировать фосфоли­
пиды [17]. В  базальной мембране амниотической обо­
лочки присутствует коллаген IV, V  типа и лами- 
нин —  компоненты нормальных базальных мембран 
эпителиальных клеток, а также коллаген I и II типов, 
необходимый для адгезии клеток. При помещении 
АК-2 на противоположной стромальной стороне ам­
ниотической оболочки, лишенной базальной мембра­
ны, происходит раннее заметное уплощение клеток.

Базальная мембрана амниотической оболочки с ус­
пехом используется для выращивания in vitro не 
только АК-2, но и эпителиальных клеток поджелудоч­
ной железы и эндотелия кровеносных капилляров. В 
связи с этим бесклеточная амниотическая оболочка 
может быть рекомендована для культивирования

АК-2, в частности для изучения взаимодействия ба­
зальной мембраны и расположенных на ней клеток.

Большое значение имеет не только качество субст­
рата, на котором культивируются АК-2, но и степень 
подвижности подложки. Выращивание клеток на 
флюктуирующих коллагеновых пленках, а также на 
незакрепленной базальной мембране амниотической 
оболочки человека [17] способствует значительному 
замедлению уплощения клеток и более длительному 
сохранению их функциональной полноценности по 
сравнению с культивированием АК-2 на аналогичных, 
но фиксированных субстратах.

При культивировании АК-2 на базальной мембра­
не амниотической оболочки человека клетки имеют 
кубическую форму, сохраняют полярность и в тече­
ние первых 72 ч формируют упорядоченный моно­
слой. Клетки содержат на апикальной поверхности 
микроворсинки и тот же набор внутриклеточных 
структур (митохондрий, цистерн эндоплазматичес- 
кой сети, цитофосфолипосом — осмиофильных плас­
тинчатых телец (ОПТ) и т.д.), как и АК-2 интактных 
легких. Между клетками формируются контакты ти­
па tight and gap junction. При помощи иммуномор- 
фологических методов выявлено [26], что АК-2 сек- 
ретируют коллаген I типа для их новой собственной 
базальной мембраны. При культивировании АК-2 на 
противоположной стромальной стороне амниотичес­
кой оболочки, лишенной компонентов базальной 
мембраны, клетки уплощаются уже через 48-60 ч. В 
это время в них появляется небольшое число мелких 
ОПТ, на апикальной поверхности исчезают микро­
ворсинки; они не секретируют материал для собст­
венной базальной мембраны. Большинство АК-2 в 
этих условиях отделяется от подложки на 7-8-й 
день культивирования.

Таким образом, для сохранения фенотипических 
свойств АК-2, в частности формы и полярности, важ­
но наличие базальной мембраны на субстрате, кото­
рая способствует организации монослоя в культуре, 
а также поддержанию кубической формы клеток и 
замедлению исчезновения из них цитофосфолипосом 
(ОПТ). На основании этих выводов можно думать, 
что повреждение базальной мембраны альвеолярного 
эпителия легких in vivo  играет ключевую роль в на­
рушении фенотипических свойств АК-2.

Вполне вероятно, что для выполнения специфичес­
кой функции (синтез и секреция альвеолярного сур­
фактанта) альвеолоцитами 2-го типа необходимо со­
хранение ими кубической формы и наличие ОПТ, так 
как показана корреляция между этими признаками.

Степень не только морфологической дифференци­
ровки, но и сохранение функциональной специализа­
ции АК-2 во многом зависят от микроокружения, в 
котором эти клетки находятся в составе легких [22]. 
В культуре возможно частично воспроизвести это 
микроокружение, в частности выявить влияние вне­
клеточного матрикса и базальной мембраны на со­
стояние клеток.



Проведено сравнительное исследование поведения 
и функции АК-2 при культивировании в различных 
условиях [22].

Сроки морфологической и функциональной транс­
формации АК-2, выделенных из легких взрослых крыс 
и культивируемых в пластиковых чашках, представле­
ны в работе [14]. Отмечено, что уже на 4-й день куль­
тивирования АК-2 увеличиваются в размерах, утрачи­
вают полностью свою кубическую форму, в их 
цитоплазме уменьшается число и размеры цитофосфо- 
липосом. К  10-му дню культивирования в пластиковых 
чашках во многих АК-2 уже полностью отсутствуют 
цитофосфолипосомы [14]. Параллельно наступает сни­
жение активности синтеза фосфолипидов (Ф Х  и ФГ).

Выращивание АК-2 на питательных подложках, 
состоящих из фибробластов эмбрионального и взрос­
лого легких, эмбриональной кожи, эндотелия бычьей 
аорты и опухолевых эпителиальных клеток молочной 
железы крысы, дает такие же результаты, как и 
культивирование АК-2 на пластиковых чашках.

Однако, если подложки были подвижны, то более 
продолжительное время сохранялась кубическая 
форма АК-2, которые больше включали 14С-ацетата, 
чем клетки, находящиеся в неподвижных пластико­
вых чашках.

Известно, что базальная мембрана опухолевых 
клеток (Engelbreth-H olm -Swarm ) содержит состав­
ные части базальных мембран эпителия: коллаген IV  
типа, ламинин, сульфатированные протеогликаны, 
енактин, нидоген [23]. При культивировании АК-2 из 
легких взрослых крыс на такой подложке они обра­
зуют агрегаты на 4-й день роста. Сначала клетки 
прикрепляются к субстрату, скапливаются в неболь­
шие группы, которые увеличиваются к 4-му дню за 
счет присоединения новых клеток, а не в результате 
активной их пролиферации. Обратной миграции АК-2 
из агрегатов не наблюдается.

Клеточные скопления состоят из кубических АК-2, 
обладающих морфологической характеристикой более 
дифференцированных клеток, чем при культивирова­
нии их в пластиковых чашках. На 4-й день культиви­
рования клетки активно включают 14С-ацетат в ФГ.

Альвеолоциты 2-го типа первичной культуры сек- 
ретируют фосфолипиды, выполняя присущую им 
функцию. Доказательством проявления этого процес­
са служит прогрессивное уменьшение числа цитофос- 
фолипосом (ОПТ) в цитоплазме клеток по мере сро­
ка культивирования, а также появления меченых 
предшественников (например 3Н-холина) синтеза фос­
фолипидов в культуральной среде [24,25]. Уровень 
3Н-холина в Ф Х  культуральной среды, где растут 
АК-2, составляет 10-20% от метки, включенной в 
Ф Х  клеток. Однако 60-90% метки приходится на 
лизофосфатидилхолин, что указывает, с одной сторо­
ны, на секрецию фосфолипидов, а с другой —  на гид­
ролиз Ф Х  в культуральной среде. Внутриклеточный 
меченый лизофосфатидилхолин составляет всего 
лишь 2 %  от всего меченого Ф Х  [25].

Известно, что любые дифференцированные клет­
ки, находясь в культуре, со временем в какой-то ме­
ре утрачивают свои специализированные функции. В 
отношении АК-2 критерием такой утраты служит 
снижение синтеза фосфолипидов. Показано [25], что 
Ф Х  АК-2, только что выделенных из легких взрос­
лых кроликов, включают до 50% 3Н-холина, а на 2-й 
день культивирования уже 35%, что свидетельствует 
о снижении синтеза Ф Х  в культуре АК-2; в течение 
первых 4 дней культивирования АК-2 постепенно 
снижается и синтез ФГ, а также Д П Ф Х . Параллель­
но уменьшается число цитофосфолипосом (ОПТ) в 
цитоплазме клеток. С 4-х по 7-е сутки культивирова­
ния АК-2 включение 3Н-холина в Ф Х  начинает уже 
заметно снижаться, достигая к концу недели лишь 
17% от метки, включенной во все фосфолипиды.

Однако следует отметить, что с увеличением воз­
раста культуры АК-2 повышается абсолютное и от­
носительное включение 3Н-пальмитата в общие ли­
пиды, в ненасыщенный Ф Х , фосфатидилинозитол, 
сфингомиелин, лизофосфатидилхолин и фосфатидил- 
этаноламин. Наряду с этим наблюдается относитель­
ное и абсолютное снижение включения метки в фос- 
фатидилглицерин и Д П Ф Х . Наиболее интенсивное 
нарастание включения 3Н-пальмитата отмечено в 
нейтральные липиды.

По мнению ряда исследователей [14,25], на протя­
жении первой недели культивирования АК-2 адаптиру­
ются к неорганным условиям существования. В этот 
процесс, очевидно, вовлекается вся популяция культи­
вируемых АК-2; при этом не происходит избирательно­
го выживания какой-то отдельной субпопуляции. В ре­
зультате развития адаптивных реакций происходит 
морфологическая и функциональная перестройка кле­
ток. Увеличение площади поверхности плазматичес­
кой мембраны направлено на повышение транспорта 
питательных веществ, поступающих в клетки, и сохра­
нение их жизнеспособности. Наряду со снижением 
синтеза фосфолипидов возрастает синтез общих кле­
точных липидов, особенно ненасыщенных мембранных 
фосфолипидов. Следовательно, АК-2, выделенные из 
легких взрослых животных (крыс, кроликов) и культи­
вируемые в пластиковых чашках, продолжают в куль­
туре синтезировать фосфолипиды легочного сурфак­
танта. Кроме того, они продуцируют мембранные 
липиды, синтез которых прогрессивно возрастает, от­
ражая активный рост клеточной мембраны. Вместе с 
тем АК-2 сравнительно быстро (через 4—10 дней куль­
тивирования) начинают утрачивать морфофункцио­
нальные характеристики, отражающие их специализи­
рованную функцию. С течением времени, очевидно, 
происходит переключение специфического синтеза фо­
сфолипидов на синтез липидов, связанного с ростом 
протяженности плазматической мембраны в связи с 
увеличением клеточной поверхности адаптирующихся 
к новым условиях клеток. Можно предположить, что 
специфическая функция АК-2, направленная на актив­
ный синтез фосфолипидов сурфактанта, находится в



какой-то мере в конкурентных взаимоотношениях с 
неспецифической метаболической функцией клеток — 
пополнением пластических веществ, идущих на пост­
роение мембран самой клетки. Этот феномен, как 
можно было видеть, отчетливо проявляется на приме­
ре морфологической и функциональной трансформа­
ции АК-2 в первичной культуре.

Таким образом, характер взаимодействия клеток 
друг с другом, а также взаимодействие клеток с мик­
роокружением матрикса, на котором они расположе­
ны, оказывает влияние на их фенотипические харак­
теристики.

Действие питательных подложек, по-видимому, 
носит неспецифический характер.

Большое значение имеет подвижность субстрата, 
на котором растут АК-2. Можно предположить, что 
колебательные движение эпителиального пласта в 
культуре имитируют фазовые состояния альвеоляр­
ной эпителиальной выстилки во время цикла вдох — 
выдох. Не исключено, что фактор флюктуации АК-2 
играет определенную роль в дифференцировке этих 
клеток. Для активного выполнения специфической 
функции необходим ряд условий: 1) наличие базаль­
ной мембраны, 2) сохранение кубической формы АК-2, 
3) колебательные движения эпителиального пласта.

Известно, что для эпителиальных клеток, в том 
числе и АК-2, как in vivo , так и в культуре большое 
значение имеет взаимодействие клеток с базальной 
мембраной, которая играет исключительную роль в 
тканевой регенерации. В поврежденных легких она 
служит каркасом для регенерации альвеолярного 
эпителия и эндотелия. На основании данных по 
культивированию АК-2 можно сказать, что базаль­
ная мембрана способствует также сохранению сте­
пени дифференцированное™ АК-2.

Знание сроков изменение фенотипа АК-2 после вы­
деления их из легких очень существенно, так как 
позволяет рекомендовать первичную культуру АК-2 в 
течение первых 4 сут в качестве модельной системы 
для изучения кратковременного воздействия гормо­
нов, патогенных факторов и других веществ на син­
тетические процессы в культивируемых АК-2.

Суммируя приведенные выше данные, можно ви­
деть, что появилась возможность для анализа раз­
личных аспектов жизнедеятельности альвеолоцитов 
2-го типа in vitro. Краткосрочные культуры этих 
клеток с успехом используются во многих зарубеж­
ных работах для изучения различных проблем кле­
точной биологии легких.

Культивирование изолированных альвеолоцитов 
2-го типа открывает новые возможности в изучении 
метаболических функций легких, межклеточных вза­
имодействий, нарушение которых тесно связано с 
патогенезом многих диффузных интерстициальных 
легочных заболеваний с неясной этиологией. Особо­
го внимания заслуживает изучение взаимодействия 
альвеолоцитов 2-го типа с легочными фибробласта- 
ми, синтезирующими пневмотропный фактор, участ­

вующий в регуляции метаболизма и функции клеток 
альвеолярной выстилки.

Вопрос об эндогенных и экзогенных факторах, 
участвующих в регуляции физиологической и репара- 
тивной регенерации легких, постоянно стоит на пове­
стке дня. Поиск митогенов, синтезируемых различны­
ми клетками легких, а также факторов гормональной 
и нейрогенной природы весьма перспективен. Для по­
нимания механизма возникновения бронхиолоальвео­
лярного рака (аденоматоза) важно изучение факто­
ров, вызывающих бластомогенную трансформацию 
альвеолоцитов 2-го типа.

Культура альвеолоцитов 2-го типа в перспективе 
может быть использована для наработки естествен­
ного сурфактанта и применения его при замести­
тельной сурфактант-терапии.

За последние годы внимание исследователей при­
влекают различные аспекты морфофункциональной 
адаптации культивируемых альвеолоцитов 2-го типа, 
полученных из патологически измененных легких 
(при саркоидозе, синдроме острой дыхательной недо­
статочности у взрослых, компенсаторном росте лег­
ких и т.д.). Такого рода работы не освещены в настоя­
щем обзоре, однако они заслуживают специального 
рассмотрения.
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НОВЫЙ МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ ОГРАНИЧЕНИЯ 

ВОЗДУШНОГО ПОТОКА

Н И И  пульмонологии Минздрава Р Ф ,  М осква

Максимальная легочная вентиляция, которой мо­
жет достичь человек, ограничена максимальной объ­
емной скоростью (потоком), которую он способен 
производить. В большинстве случаев люди, не стра­
дающие заболеваниями органов дыхания, даже во 
время интенсивной физической нагрузки, не дости­
гают максимального экспираторного потока [36]. 
Другими словами, максимальный экспираторный по­
ток человека во время максимальной физической на­
грузки остается меньше той величины потока, кото­
рую они способны достичь во время одиночного 
форсированного экспираторного маневра [38]. В то 
же время при некоторых заболеваниях легких, на­
пример при хронической обструктивной болезни лег­
ких (ХО БЛ ), у пациентов ограничение экспиратор­
ного воздушного потока присутствует даже в покое
[25], т.е. спокойное дыхание пациентов с тяжелой 
ХО БЛ  сопровождается достижением максимальных 
экспираторных потоков, что можно определить по 
кривой максимальный поток-объем. Необходимо об­
ратить внимание, что термин "ограничение экспира­
торного воздушного потока" имеет два значения: 1) 
у данного больного потоковые показатели (в том 
числе и объем форсированного выдоха за 1 с — 
О Ф В ^  во время форсированного экспираторного ма­

невра ниже предсказанных теоретических значении; 
2) экспираторный поток больного во время спокой­
ного дыхания уже является максимально возмож­
ным. В некоторых странах, например во Франции, 
для преодоления терминологической путаницы пред­
ложено использовать разные термины: в первом слу­
чае —  редукция экспираторного потока ( réduction  

du débit expiratoire) и ограничение экспираторного 
потока (lim ita tion du débit expiratoire) —  во вто­
ром [51]. Данная статья посвящена второму значе­
нию понятия "ограничение экспираторного воздуш­
ного потока".

Для того чтобы оценить существует ли ограниче­
ние воздушного потока при спокойном дыхании, 
можно применить сравнительный метод, предложен­
ный R.H yatt в 1961 г. [25]. Суть метода заключается 
в сравнении кривой поток-объем при спокойном ды­
хании с соответствующей кривой максимальный по­
ток-объем. Считается, что пациенты, у которых при 
равных легочных объемах, экспираторная объемная 
скорость при спокойном дыхании равна или превы­
шает объемную скорость, полученную при выполне­
нии маневра форсированной жизненной емкости лег­
ких (Ф Ж Е Л ), имеют ограничение воздушного потока 
при спокойном дыхании. На рис.1 представлены пет­


