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S u m m a r y

The NADPHN-diaphorase activity of the bronchial epithelium and bronchus mobility were studied fo r the 

healthy rats and the rats sick with parasitogenic pneumonia. The both groups took acetylcholine inhalation. It was 

found out that the ferment activity grew for the both groups. However the bronchus mobile response differed. The 

relaxation was observed for the healthy rats and the constriction — for the sick ones. Preliminary atropine injection 
blocks these effects up.

Р е з ю м е

Исследовалась активность НАДФН-диафоразы эпителия бронхов и их подвижность у здоровых и 

больных паразитарной пневмонией крыс при ингаляции ацетилхолина. Установлено, что в обеих группах 

животных активность фермента повышается при неоднозначной двигательной реакции бронхов — 

релаксации у здоровых и констрикции у больных. Предварительное введение атропина блокирует эти 
эффекты.

Окись азота ( N 0 )  рассм атривается  в настоящ ее 
время как универсальны й мессендж ер многих физио 
логических процессов [4]. О ткрытая первоначально 
как регулятор сосудистой подвижности, она за после 
дние годы изучается  в этом качестве применительно 
ко всем трубчатым органам, стенка которых содерж ит 
гладкую мышечную ткань [16,18]. Исследованию N 0  
и образую щ их ее ферментов в бронхах придается 
особое значение в связи с их аэротранспортной фун 
кцией, часто страдающей у человека. Однако полученные 
данные не дают однозначного ответа на вопрос о 
значении N 0  в регуляции проходимости бронхов [10, 
13,17]. П оэтому цель настоящ его исследования состо 
яла в том, чтобы попытаться установить соотношение 
между активностью  Н АДФ Н -диафоразы, образующей 
N 0 ,  и способностью бронхов изменять ш ирину про 
света при стимуляции их слизистой оболочки ацетил- 
холином.

Опыты проведены на здоровых и больных парази 
тарной интерстициальной пневмонией (pneum onia pneu- 
m o c y s tic a ) беспородных крысах-самцах, массой 200— 
250 г. Больны х и здоровых ж ивотны х разделили на 
группы: контрольные и опытные. Крысам ингалирова- 
ли ацетилхолин в нарастаю щ их концентрациях —  0,2, 
0,4, 0,6 г / л ,  которым соответствовали дозы —  5,10, 
i5  м к г /к г .  Ж и вотны х помещали в полиэтиленовую 
камеру, соединенную с ультразвуковым ингалятором.

А цетилхолин растворяли  перед каж дой  ингаляцией в 
5 мл изотонического раствора  хлорида н атрия  и пода
вали в течение трех  минут со средней скоростью 1,6 
мл в минуту. М еж д у  ингаляциями вы держ ивали  пяти 
минутный перерыв. Ж и вотны х  i -й группы декапити- 
ровали сразу  ж е  после первой ингаляции, 2-й —  после 
следующей и 3-й после последней. Контрольным ж и 
вотным ингалировали 5 мл изотонического  раствора 
хлорида натрия. Отдельные группы составили здоро 
вые и больные крысы, которым за 10 минут до начала 
первой ингаляции вводился атропин (100 м г / к г ) .  В 
каждую  группу брали не менее трех  крыс. Всего в 
эксперименте использовано 55 животны х.

Н А Д Ф Н -диаф оразу  вы являли  по прописи Норе, 
V in cen t  [14]. У частки  легких разм ерам и 1— 0,5 см 
вырезали с помощью лезвия  и опускали в охлаж ден 
ный и приготовленных на 0,1 М  фосф атном  буфере 
(pH 7,4) 4 %  параформальдегид, в котором из всего 
класса диафораз сохраняется активность только НАДФН- 
-диафораза. М атер и ал  продолж али  фиксировать  2 ча 
са при 4°С, затем  сутки промывали при той же 
тем пературе в 15%  растворе сахарозы . И з образцов, 
зам орож енны х в криостате, и зготавливали  срезы тол 
щиной 10 мкм, мониторировали на предметные стекла 
и помещали в инкубационную  среду, состав и конеч 
ная концентрация которой были следующими: 50 мМ 
Трис-HCl буфер (pH 8,0), 1 м М  Н А Д Ф  (“S ig m a ”), 0,5
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ДЕЙСТВИЕ НА ВСЕ МИКРООРГАНИЗМЫ, 

ВСТРЕЧАЮЩИЕСЯ ПРИ ИНФЕКЦИЯХ 

ДЫХАТЕЛЬНОГО ТРАКТА И КОЖНЫХ 

ЗАБОЛЕВАНИЯХ

•  ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ КЛИНИЧЕСКАЯ И БИОЛОГИЧЕСКАЯ ПЕРЕНОСИМОСТЬ

Курс лечения успешно прошли 60 миллионов пациентов, 
взрослых и детей , более чем в 80 странах мира
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Рис.1. Топография НАДФН-диафоразы в легких крысы.

а — артерия 300 мкм, фермент локализован в эндотелии сосуда; б — нитринергический нерв в адвентиции бронха; в —  бронх 
200 мкм, фермент локализован в эпителии, а, б, в — метод H o p e -V in ce n t на диафоразу. х  200. г  — бронх крысы 350 мкм при * 
пневмоцистной пневмонии: обтурация просвета слизистым секретом, гиперплазия бокаловидных клеток, перибронхит. Окраска 
по Романовскому, х  200.



мМ нитросинего тетразолия ( “S ig m a ”) и 0 ,2 %  Тритон 
Х-ЮО (“S e r v a ”). Инкубацию проводили в течение 60 
минут при 37°С, после чего срезы ополаскивали в 
дистилляте, обезвож ивали  и заключали в бальзам по 
общепринятой методике. В качестве контроля в инку 
бационную среду вводили i м М  нитро-Ь-аргинина, 
элективного ингибитора НАДФН-диафоразы, при этом 

ф срезы оставались прозрачными либо окрашивались в 
светло-розовый цвет за счет неспецифической адсор 
бции формазана. Активность фермента определяли на 
микроденситометре V ickers  М-85. Параллельно крио- 
статные срезы легких окраш ивали по Романовскому, 
где производились измерения бронхов на строго попе 
речных срезах  с помощью M O B -i и микроскопа фир 
мы “C arl Z e is  J e n a ”. Констрикция или релаксация 
определялись как отношение диаметра просвета к 
диаметру бронха в процентах. И зучалась реакция 
преимущественно мелких бронхов диаметром 100 — 
500 мкм как  наиболее важны х в формировании брон 
хиальной обструкции.

Окись азота  образуется  из аминокислоты L-аргини- 
на путем окисления одного атома азота N O -синтазой 
(NOC), солокализованной и зависимой от флавиново- 

*  .го энзима Н А Д Ф Н -диафоразы . Это парные ферменты, 
чья активность меняется  однонаправленно и согласо 
ванно [1]. И х  цитохимическая локализация указывает 
на структуры, образую щ ие N 0 ,  а активность находит 
ся в прямо пропорциональной зависимости от количе 
ства продуцируемого клетками газа [15].

П роведенная нами цитологическая идентификация 
НАДФН-диафоразы в легких крыс показала, что обра 
зование N 0  возмож но в кровеносных сосудах, нервах 
и бронхах. Судя по локализации диформазана — 
преципитата, образую щ егося в результате цитохими 
ческой реакции, фермент имеют эндотелиальные клет 
ки бронхиальных артерий, вен и капилляров. В других 
клеточных элем ентах  кровеносных сосудов наличие 
НАДФН-диафоразы не установлено (рис.1,а).

Кроме сосудистого эндотелия на фермент положи- 
Ä тельно реагирую т нервные стволики толщиной от 5 до 

15 мкм, содерж ащ ие нитринергические аксоны диа 
метром около 0,5 мкм с характерными веретеновид 
ными вздутиями величиною 1.5— 2 мкм. Нервы распо 
ложены в соединительной ткани адвентиции, по суще 
ству общей для бронха и бронхиальных кровеносных 
сосудов. Они окрашены в интенсивно синий цвет, что 
указывает на высокую активность энзима (рис. 1,6).

При визуальной оценке состояния Н АДФ Н -диафо 
разы в кровеносных сосудах, нервах и бронхах ее 
активность в последних оказывается наибольшей. Фермент 
локализован только в реснитчатом эпителии, осталь 
ные гистологические элементы стенки бронха его не 
содержат. В результате  цитохимической процедуры со 
стороны просвета по всей окруж ности  бронха образу- 

. ется лента  синего цвета, точно соответствующ ая по
ложению эпителиальной  выстилки (рис.1,в). Наибо- 

•  лее элективно у крыс, как и у человека [2], маркиру 
ются реснитчаты е клетки. Содержимое ядра не окра 
шивается, весь диформазановый преципитат образу 
ется исклю чительно в цитоплазме клетки. Согласно

литературным данным, полученным при электронно 
микроскопических исследованиях, формазан окраш и 
вает мембраны митохондрий, эндоплазматического ре- 
тикулума, оболочки ядра (главным образом ее н аруж 
ную мембрану), плазмолемму и непостоянно диктио- 
сомы аппарата Гольджи [19], в которых локализована 
НАДФН-диафораза.

Уровень активности Н АДФ Н -диафоразы  в эпите 
лии крыс по количественным показателям  не отлича 
ется от числовых значений фермента соответствую 
щих морфологических структур плодов человека вто 
рой половины беременности [2]. Однозначность лока 
лизации фермента у крыс и человека позволяет рас 
сматривать равенство его функции для обоих видов, 
а полученные в эксперименте на ж ивотны х данные 
экстраполировать на человека.

При ингаляции ацетилхолина здоровым и больным 
животным активность диафоразы у тех и других дос 
товерно увеличивалась. При этом исходное содерж а 
ние энзима у больных превыш ало его значения у 
здоровых несмотря на сущ ественные морфологичес 
кие изменения в бронхах и легочной ткани, характер 
ные для продуктивного воспалительного процесса. В 
частности, в бронхах отмечалось утолщ ение эпители 
ального пласта за счет гиперплазии и гипертрофии 
бокаловидных клеток, потеря реснитчатым эпителием 
мерцательного аппарата. В просвете бронхов слизис 
тый секрет смешивался к клетками десквамированно- 
го эпителия. Отдельные бронхи были полностью об- 
турированы отслоившейся эпителиальной выстилкой, 
другие —  умеренно расширены. По окружности брон 
хов воспалительные пролифераты формировались из 
лимфоцитов и макрофагов с примесью тучных клеток, 
от 1 до 15 элементов в поле зрения при увеличении в 
200 раз.

Повышение активности диафоразы  в эпителии из 
мененных бронхов крыс (рис.1,г) можно сопоставить 
с данными исследования газового состава воздуха от 
больных с воспалительными заболеваниями дыхатель 
ных путей. У них отмечено значительное увеличение 
экспирируемых окислов азота [8,9].

Реакция НАДФН-диафоразы на ингаляцию ацетил 
холина была выражена резче у больных животных, но, 
как и у здоровых, она зависела от дозы препарата. У 
здоровых животных активность фермента достигала 
максимума при концентрации 0,6 г / л ,  а у больных 
верхний уровень содержания фермента устанавливал 
ся при 0,4 г / л  (рис.2). Следующая доза сниж ала у 
этих животных активность фермента до исходных 
значений. Предварительное введение атропина полно 
стью снимало эффекты от последующего вдыхания 
холиномиметика. Этот факт указывает на то, что 
действие ацетилхолина опосредуется через М-холино- 
рецепторы, установленные ранее в эпителиальных 
клетках бронхов рядом исследователей [7].

Функцию N 0  как универсального мессендж ера пы 
таются связать с регуляцией гемодинамики и иммуно- 
защ итных процессов в легких [6,12]. В то ж е  время 
влияние N 0  на тонус гладких миоцитов бронхов, то 
есть регуляцию их подвижности, способности к суже-
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Рис.2. Активность НАДФН-диафоразы в эпителии бронхов при ингаляции 
ацетилхолина (АХ) больным и здоровым крысам, до и после введения 
атропина. По вертикали — оптическая плотность фермента. По горизон 
тали — концентрация АХ. Повышение активности НАДФН-диафоразы на 
вдыхание АХ по сравнению с исходным уровнем статистически досто 
верно (р<0,05). Здесь и на рис.З. 1 — больные-АХ, 2 — здоровые-АХ, 
3 — больные-атропин+АХ, 4 — здоровые-атропин+АХ.

■15

■ 20

■25

■30

Рис.З. Подвижность бронхов при ингаляции ацетилхолина. По вертика
ли вверх — процент релаксации, вниз — процент констрикции. Различия 
реакции бронхов на повышение концентрации АХ статистически досто
верны (р<0,05).

нию и релаксации, остается недостаточно ясной [20]. 
Реш ение этой проблемы имеет особое значение, так 
как обещ ает в ближайш ем будущем получить новую 
группу фармакологических препаратов, влияющих на 
бронхиальную проходимость и кровообращение в легких.

Данные, приведенные на рис.З, показывают, что у 
здоровых животных под влиянием ацетилхолина на 
ступает релаксация бронхов, достигающая максималь 
ной величины при дозе 0,4 г / л .  У больных крыс при 
минимальной дозе отмечается попытка к расширению 
просвета, сменяю щ аяся прогрессирующим сужением, 
прямо пропорциональным активности фермента. Сле 
довательно. повышение активности Н А Д Ф Н -диафора 
зы у здоровых и больных животных приводит к диа 
метрально противоположным результатам —  релакса 
ции у первых и констрикции у вторых.

Чем ж е  можно объяснить столь неоднозначную 
реакцию? За  ответом, видимо, следует обратиться к 
довольно хорошо изученной на N 0  реакции кровенос 
ных сосудов. и Х а ,ииас18111 в 1980 г. [11], а
вслед за ними и другие [3] показали, что при струк 
турно-функциональной целостности эндотелия аце- 
тилхолин релаксирует кровеносные сосуды. При по
вреждении ж е  эндотелия холинолитик в 100%  случа 
ев суж ивает  просветы как артерий, так и вен.

Следует, вероятно, с большей долей достоверности 
предположить, что в бронхах, в зависимости от их 
состояния, соверш ается то ж е  самое. При сохранном 
здоровом эпителиальном покрове происходит релакса 
ция, а при дистрофии эпителиоцитов, особенно при 
десквамации, возможна констрикция. Исследования, 
проведенные на деэпителизированных препаратах трахеи 
и бронхов [5], свидетельствуют о том, что их слизис 
тая оболочка обладает эффективной системой регуля 
ции тонуса гладкой мускулатуры дыхательных путей.

Таким образом, полученные нами данные позволя 
ют заключить, что N 0  обеспечивает физиологическую 
проходимость бронхов, а вдыхаемый воздух является 
естественным раздражителем эпителиоцитов, поддер-

живаю щ их пороговый тонус гладких мышечных кле 
ток через нитринергический механизм.

Л И Т Е Р А Т У Р А

1. Д и к с о н  М ., Уэбб Э . Ф ерменты  —  М.: М и р ,  1968.—  816 с.
2. З у г а  М .В ., К а ли н и ч ен ко  С .Г., Н евзо р о ва  В .А ., А р х и п е н к о  И.В. 

Н А ДФ Н -диафораза  в эпителии бронхов плодов человека  /  /  
Пульмонология.—  1996.—  №  1.—  С .6 8 — 71.

3. М о т а в к и н  П .А . Современные представления о механизмах 
регуляции мозгового кровообращения / /  Морфология.—  1992.— 
Т. 103, №  7 — 8 ,—  С .7 — 34.

4. Р еут о в  В .П ., О р ло в  С .И . Ф изиологическое  зн ачение  гуани- 
латциклазы  и роль окиси азота и нитросоединений в регуляции 
активности этого фермента /  /  Ф изиология человека.—  1993.— 
Т.19,  №  1.—  С .124— 135.

5. Х а в и н с о н  В .Х ., К ож ем якин  А .Л ., Ф един  А .И ., Ф ом ичев С.И. 
Релексирую щ ее действие олигопептидов, выделенных из сли 
зистой трахеи и легочной паренхимы, на гладкую мускулатуру 
изолированной трахеи крыс / /  Бюл. экспер. биол.—  1992.— 
№  5.—  С .483— 486.

6. A d n o t S .. R a ffe s t in  В ., E d d a h ib i S .  N O  in te  lung  / /  Respir. 
Phys iol.—  1995.—  V ol .101, №  2 .—  P .1 0 9 — 120.

7. B a rn es P.J. A irway epithelial recep to rs  /  /  Eur. Respir. Rev.—
1994.—  Vol.4, №  23 .—  P .3 7 1 — 379.

8. B a rn e s P .J., L ie w  F .Y . Nitric  oxide and a s th m a t ic  inflammation 
/ /  Immunol.  T oday .—  1995.—  V o l .16. №  3 .—  P .1 2 8 — 130.

9. B e lv is i М ., B a rn e s  P.J. L a rk in  S . ,  Yacoub  М ., T a d jk a r im i S ., 
W illia m s T .S ., M itc h e ll  J.A . Nitric  oxide sy n th a se  activity  is 
elevated in in f lam matory  lung  disease  in h u m an s  / /  Eur. J. 
Pharm aco l.—  1995.—  Vol.283, №  1— 3.—  P .2 5 5 — 258.

10. D u p u y  H .M ., S h o re  S .A .,  D ra ze n  J .M . Bronchodila to r  act ion of 
inhaled nitric oxide in guinea-p ig  / /  J.  Clin. Inves t .—  1992.— 
Vol.90 .—  P .4 2 1 — 428.

11. F u rc h g o tt R .F ., Z a v a d s k i  S .  The obligatory role of endothelial 
cells in relaxation of ar teria l  sm oo th  m uscle  by acetylcholin  /  /  
N a tu re .—  1980.—  Vol.288.—  P .3 7 3 — 376.

12. G u tierrez  H .H ., P itt  B .R ., W a tk in s  S .T .  P u lm onary  alveolar 
epithelial inducible N O  syn thase  gene  express ion: Regulation by 
inflam matory m edia tors  / /  Am. J. Physiol . L ung  Cell. Mol. 
Physiol.—  1995,—  V ol.12, №  3 .—  P .L 501— L507.

13. H o g m a n  М ., F lo s te ll C .G ., A rn b e rg  H ., H e d e n s tie rn a  G. Inhala 
tion of nitric oxide m odula tes  m ethacholine-induced bronchocon- 
stric tion  in the  rabbit / /  Eur. ResDir.j .—  1993.—  Vol.6 .— 
P .177— 180.

14. H ope B .T ., V incent S .R .  Histochemical characterizat ion of neuronai 
NADPH-diaphorase / /  J. Histochem. Cytochem.—  1989.—  Vol.37.— 
P .653— 661.



15. H ope B .T ., M ic h a e l G .T ., K n ig g e  K .M ., V incen t S .R .  Neuronal  
N A DPH -diaphorase  in a nitric oxide syn thase  /  /  Proc. Natl. Acad. 
Sci. U S A .—  1991.—  Vol.8 8 .—  P .2 8 1 1— 2814.

16. K o b zir  K., D ra ze n  J., B re d t D. e t al. Nitric  oxide syn thase  (NO S) 
in the  lung: immunologic  and his tochemical  localizatoin in num an 
and rat t is sue  / /  Am. Rev. Respir. Dis.—  1993.—  Vol. 147.— 
P.A 515.

17. M u n a k a ta  M ., M a sa k i Y ., S a x u m a  I. Pharmacological  differen
tiation of epitheliem-derived relaxing factor from nitric oxide /  /  
J. Appi. Physio l .—  1990.—  Vol.69 .—  P .665— 670.

18. S ch m id t Ii.H .W ., G agne G.D., N a ka n e  N ., Pollock J.S., M illerM .F ., 
M u ra d  F. M app ing  of Neural  Nitr ic oxide syn thase  in the  Rat 
S u g g e s t s  F requen t  Co-localization with  N A D PH  Diaphorase but

Not  with Soluble Guanilyl Cyclase,  and Novel Paraneura l  Fu n c 
t ions  for Nitrinergice Signal T ransduct ion  / /  J.  Histochem. 
C ytochem .—  1992.—  Vol.40, №  10.—  P .1 4 3 9 — 1456.

19. W o lf G., W u rd ig  S ., S h u n z e l  G. Nitr ic oxide sy n th ase  in rat  brain 
is predominantly  located at  neuronal  endoplasm atic  reticulum: an 
electron microscopic dem onstra t ion  of NA DPH -diaphorase  act iv ity  
/ /  Neurosci. L e t t .—  1992.—  Vol. 147.—  P .63— 66.

20. Z h a o  W ., G uenard H. Effect of nitric oxide on in vitro responsiveness 
of bovine bronchus and pulmonary  vessels  / /  Eur. Respir. J . —
1995.—  Vol.8 .—  P .7 5 5 — 761.

Поступила 05.05.96.

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 1997

УД К 5 7 7 .1 1 2 .3 8 5 .2 + 6 1 2 .1 1 2 .9 3 /:6 1 1 .8 3 1 /-0 9 2 .9

М .В.Зуга, В.А.Невзорова, Т.Ю .Гарцман, Б.И.Гельцер

А К Т И В Н О С Т Ь  Н А Д Ф Н -Д И А Ф О Р А ЗЫ  И  С О С Т О Я Н И Е  Т У Ч Н Ы Х  К Л Е Т О К  

Б Р О Н Х О В  П Р И  В А Г У С Н О Й  Д Е А Ф Ф Е Р Е Н Т А Ц И И  Л Е Г К О Г О  К Р Ы С Ы

Каф едра  гистологии, каф едра  пропедевтики внутренних болезней  ВГМ У

NADPHN-DIAPHORASE ACTIVITY AND THE STATE OF BRONCHIAL MAST CELLS DURING VAGAL

DEAFFERENTATION OF A RAT'S LUNG

M .V .Zuga , V .A .N evzo ro va , T .Y u .G a rtsm a n , B .I .G e ltse r

S u m m a r y

The NADPHN-diaphorase activity was studied fo r the epithelium and bronchial mast cells under 

aeafferentation caused by rats’ vagus cutting, it was determined that the deaffereniation results in the increase of 

the number of the mast cells together with their degranulation inhibition. This process also reduces the 

NADPHN-diaphorase activity and causes bronchus relaxation and distrophy. The results have given evidence of 

the vagus nerve coordinative role in the control of the nitrinergetic and mastcellular mechanisms regulating 

bronchus mobility.

Р е з ю м е

Исследовалось состояние НАДФН-диафоразы эпителия и тучных клеток бронхов в условиях 

деафферентации, вызванной перерезкой вагуса у крыс. Выяснено, что деафферентация вызывает 

увеличение числа и торможение дегрануляции тучных клеток, снижение активности НАДФН-диафоразы, 
релаксацию и дистрофические нарушения бронхов. Данные исследования свидетельствуют о координирующей роли 

блуждающего нерва в управлении нитринергическими и тучноклеточными механизмами регуляции подвижности 

бронхов.

Гладкие мышечные клетки стенки бронхов являют 
ся мишеныо для окиси азота, образующейся в брон 
хиальном эпителии, и гистамина, секретируемого ме 
стными тучными клетками [4,5,11]. В здоровом орга- 

А низме эти два механизма в регуляции проходимости 
Ф бронхов взаимно уравновешивают друг друга: окись 

азота сниж ает, а гистамин повышает тонус гладких 
мышечных клеток [6,7,8]. Согласованную работу этих 
механизмов предположительно координирует блуж да 

ющий нерв, являющ ийся основным источником афсре- 
рентов для чувствительной иннервации легких [2].

Цель работы состояла в том, чтобы в условиях 
деафферентации, вызванной перерезкой вагуса, изу 
чить состояние НАДФН-диафоразы эпителия и туч 
ных клеток бронхов; сделать заключение о значении 
блуждающего нерва в координации их функции.

Исследование выполнено на нелинейных полово 
зрелых крысах-самцах массой 200—  250 г, содержав-


