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N A D P H -D IA P H O R A SE  OF H U M A N  BR O N C H IA L EPITELIUM

M. V.Zuga, S. G. Kalinichenko, VA.Nevzorova, I.VArkhipenko 

S и m m a r y

The expression o f  N A DPH -diaphorasae co-localizated with N O -sinthase in bronchial epithelium  o f  human 
embryos in First and second half o f  gestation was studied thopochem ically. The expression o f  N A D PH -diaphorasae  
was decreased in embryos o f  first half o f  pregnancy and was increased in embryos o f  second half o f  pregnancy in 
bronchi in the direction o f  11 to 16 degrees. The result o f  increasing enzym e expression in embryos o f  the second  
half o f  pregnancy confirms the lung readiness to functioning.

Р е з ю м е

И сследована топохимия и активность Н АДФ Н -диафоразы , солокализованной с N O -синтазой в 
эпителии бронхов плодов человека первой и второй половин беременности. Наличие энзима установлено  
в бронхиолах И , 13 и 16 порядков деления. П оказано, что активность Н А ДФ Н -диафоразы  в направлении  
от бронхиол 11 порядка к бронхиолам 16 порядка сниж ена у плодов первой половины и повыш ена у плодов  
второй половины беременности. П оследнее свидетельствует о готовности легких к ф ункционированию .

Воздухопроводимость кондукторного отдела легких 
находится в зависимости от структурно-функциональной 
целостности его эпителиальной выстилки [9]. Воздух 
является естественным раздражителем эпителиоцитов, 
которые через внутренний релаксирую щий фактор 
сниж аю т при вдохе тонус гладких миоцитов бронхов 
[2,13]. Считается, что, как и кровеносные сосуды, 
бронхи релаксирует  окись азота —  N 0  [7].

И з у ч е н и е  Ы О -си н тазы  и с о п р я ж е н н о й  с ней 
Н А Д Ф Н -диафоразы  —  ферментов, синтезирующих 
N 0 ,  показало их высокую активность в мелких брон­
хах животных [10,11 ]. Относительно человека подобных 
иследований в литературе мы не нашли, хотя имеются 
данные о ЬЮ -синтазе в эпителии бронхов, полученные 
при исследовании материала, взятого при операции на 
легких [12].

Цель нашей работы состояла в цитохимической 
идентификации и количественной оценке НАДФН- 
диафоразы  в развиваю щ ихся легких.

Исследовали ф ермент в легких абортированнь 
плодов первой (18— 20 нед) и второй (34— 37 не, 
половины беременности. НАДФН-диафоразу выявляли i 
прописи, приведенной в работе Н оре, Vicent [i 
Участки легких размером 1x0,5 см выделяли с помсщ 
лезвия и опускали в охлажденны й, приготовлена 
на 0,1 М  фосфатном буфере (pH 7,4), 4 %  парафо 
мальдегид, который из всего класса  диафораз coxf 
няет активность только НАДФН-диафоразы. Матери 
продолжали ф иксировать 2 ч при 4°С, затем суп 
промывали при той ж е  тем пературе в 15%  раство 
сахарозы. Из образцов, зам орож енны х в криостач 
изготавливали срезы толщиной 10 мкм, монтирова, 
на предметные стекла и помещали в инкубационн] 
среду, состав и конечная концентрация которой бы 
следующими: 50 мМ  трис-НС1-буфер (pH 8,0), 1 м 
Н А Д Ф Н  (“S i g m a ”), 0 ,5 мМ  нитросинего тетразол 
(НСТ) (“S i g m a ”) и 0 ,2 %  тритон Х-100 ( “Serva 
Инкубацию проводили в течение 60 мин при 37'



Рис.1. Топография НАДФН-диафоразы в бронхиолах плодов человека.

а —  бронхиолы 0.8 мм. Ув. х200, б  —  фрагмент бронхиолы 1 мм. Ув. х400, в —  претерминальные и терминальные бронхиолы. Ув. х200. Энзим локализован в эпителиоцитах, 

соединительная и мышечная ткань стенки бронхиолы фермента не содержат, г- касательный срез через эпителиальный пласт бронха. НЛДФН-диафораза локализована по периферии 

клеток. Ув. х400.

после чего срезы ополаскивали в дистилляте, обез­
воживали и заключали в бальзам по общепринятой 
методике. В качестве контроля в инкубационную среду 
вводили 1 мМ нитро-Ь-аргинина, элективного ингиби­
тора НАДФН-диафоразы, при этом срезы оставались 
прозрачными либо окрашивались в светло-розовый 
цвет за счет неспецифической адсорбции формазана.
Активность фермента определяли на микроденсито­
метре Vickers М -85.  Диаметр бронхов измеряли с 
помощью М О В -1 -1 5  на микроскопе фирмы 11 Carl Ze iss  
Jena”.

Под влиянием НАДФ-диафоразы эпителиоцитов НСТ 
трансформируется в диформазан голубого или синего 
цвета. Интенсивность окраски и плотность преципитата 
свидетельствуют об уровне активности не только 
диафоразы, но и N O -синтазы. По общепринятому 
мнению, NO-синтаза, образующая N 0 ,  обладает мощной 
диафоразной активностью и по своим биофизическим 
характеристикам идентична НАДФН-диафоразе. Оба 
фермента солокализованы в одних и тех же клеточных 
структурах; их активность изменяется прямо пропор­
ционально и взаимозависимо [14]. Поэтому НАДФН- 
диафораза является специфическим маркером клеток, 
синтезирующих N 0 .

В легких плодов человека на НАДФН-диафоразу 
элективно окрашивался эпителий мелких бронхов (рис. 1).
На фоне светлой легочной ткани он имел вид ярко­
синего кольца, контурирующего бронх со стороны 
просвета. Реснички с НСТ не реагировали, но наличие 
у них связи с синими телами призматических клеток 
позволило заключить, что НАДФН-диафораза локали­
зована в ресничном эпителии.

Положение фермента в клетке было уточнено при 
исследовании касательных срезов через эпителиаль­
ный пласт. На таких препаратах было видно, что

диформазан окрашивал узкую периферическую кайму 
эпителиоцита. Центральная часть цитоплазмы и клеточное 
ядро с НСТ не реагировали и фермента, следовательно, 
не содержали. Вероятно, НАДФН-диафораза эпите­
лиоцита бронхов —  это в основном фермент плазмат­
ической мембраны. Окончательно этот вопрос могут 
решить электронно-микроскопические исследования.

25 -1
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Рис.2. Активность НАДФН-диафоразы в эпителии бронхов.

I И II —  соответственно первая и вторая половина беременности. На оси ординат: 

оптическая плотность преципитата. Светлые столбцы —  бронхиола диаметром 1 мм (1 1-й 

порядок деления); серые —  бронхиола диаметром 0,8 мкм (13-й порядок деления); темные 

—  бронхиола диаметром 0,5 мкм (16 порядок деления).

* _  разница достоверна в I и II группе и между бронхами соответствующего диаметра 

(/э<0,05).



Кроме эпителия, ярко окрашивались брохиальные 
артерии диаметром от 160 до 40 мкм. На НАДФН-диа- 
форазу реагировали эндотелиальные клетки и, в меньшей 
степени, гладкие миоциты.

Инструментальная оценка активности НАДФН-диа- 
форазы (рис.2) выполнена у плодов первой и второй 
половины беременности на бронхах диаметром 1, 0,8 
и 0,5 мкм, что соответствует их 11, 13 и 16 -му порядку 
деления [ 15]. У плодов первой половины беременности 
(18— 20 нед) имеется вся система ветвления бронхов [1]. 
Активность НАДФН-диафоразы в бронхах 11-го и 
13-го порядка не различается, но достоверно выше, 
чем в бронхиолах 16-го порядка, т.е. градиент активности 
ф ермента сниж ен в направлении от более крупных к 
более мелким бронхиолам, что соответствует нап­
равлению формирования легких в онтогенезе [5].

У плодов 35— 37 нед активность НАДФН-диафо­
разы в исследованных нами бронхиолах достоверно 
различается: наименьшая активность энзима установ­
лена в бронхиолах диаметром в 1 мм, примерно равная 
активности фермента соответствующего по калибру 
бронхиолам плодов первой половины беременности. 
Образование диформазана заметно увеличивается в 
бронхиолах 13 и 16-го порядка деления, что свиде­
тельствует о возрастаю щей активности НАДФН-диа­
форазы. Градиент ее активности повышается от брон­
хиол 11-го к бронхиолам 16-го порядка. Это свиде­
тельствует в общих чертах о законченности развития 
основных структур легких и их готовности к функ­
ционированию [5]. Видимо, претерминальные и терми­
нальные бронхиолы легких человека не являются 
исключением из правила; как и у животных [11], они 
обладают наивысшей активностью НАДФН-диафоразы. 
Солокализованная с диафоразой ЫО-синтаза, образуя 
N 0 ,  контролирует проходимость этих бронхиол [6], 
определяющих наполняемость воздухом респираторных 
отделов.

О стается открытым вопрос о путях передачи N 0  из 
эпителиоцитов на гладкую мышечную клетку бронхиолы. 
В кровеносных сосудах транспорт N 0  происходит с 
помощью миоэндотелиальных контактов и через цГМФ 
и специфические протеинкиназы релаксирует гладкую 
мышцу [3,4]. В мелких бронхах ту ж е  роль, вероятно, 
могли бы выполнить миоэпителиальные контакты, 
наличие которых ввиду тесного сближ ения эпители­
ального пласта и мышечного слоя вполне возможно.

Таким образом, градиент активности НАДФН-диа. 
форазы в направлении от бронхиол 11-го порядка к 
бронхиолам 16-го порядка сниж ен у плодов первой 
половины беременности и повышен у плодов второй 
половины беременности.

Респираторный отдел вследствие того, что легкие 
не функционировали, мы не могли исследовать. Согласно 
данным литературы, ацинусы животных НАДФН-диа­
форазы и N O -синтазы не содерж ат [11].
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