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S u m m a r y

C om plex  o f  m odem  biochem ical approaches in study o f  lung surfactant con ten t, com position  and  cell 
m etabolism  is analysed in  the article. O n the basis o f  received experim ental results the advisability o f  investigation 
o f  th e  condensa te  o f  respiratory a ir as a substance, conteined lung surfactant, is called in question.

Р е з ю м е

А нализирую тся биохим ические м етодические подходы к изучению  состава сурф актанта легких, 
сод ерж ан и е л и п и дн ого , белкового его ком понентов и показателей м етаболизм а сурф актанта в клетках — 
альвеолоцитах  2 ти п а и альвеолярны х макроф агах. На основании  результатов собственны х исследований 
подвергается сом н ен и ю  целесообразность исследования конденсата выдыхаемого воздуха в качестве 
м атери ала, содерж ащ его  нативны й сурф актант легких.

Сурфактантная система легких включает в себя 
внеклеточный материал, выстилающий поверхность 
альвеол — сурфактант, и клетки, принимающие учас­
тие в его метаболизме. Синтез сурфактанта проис­
ходит внутри эпителиальных клеток, выстилающих 
альвеолы и альвеолярные ходы, — пневмоцитов II 
типа (П-2). Механизм синтеза включает образование 
пластинок из содержимого матрикса за счет абсо­
рбции предварительно сформированных в эндоплаз- 
матическом ретикулуме липидных мицелл. Местом 
хранения сурфактанта в П-2, одновременно из кото­
рого осуществляется его секреция, являются пластин­
чатые тельца. У человека и других млекопитающих 
сурфактант секретируется путем экзоцитоза. В этом 
процессе принимает участие актин микрофиламентов 
и микротубулы [51].

К настоящему времени ведущим механизмом обнов­
ления сурфактанта в альвеолах легких считается захват 
его с поверхности альвеол, последующее разрушение 
и реутилизация П-2 [14]. Вместе с тем в литературе 
приводятся морфологические и биохимические дока­
зательства важной роли альвеолярных макрофагов в 
утилизации сурфактанта [5,19,35,50]. Полагают, что в 
тех ситуациях, когда имеет место избыточное образо­
вание сурфактанта или изменение функционального 
состояния клеток легких, макрофагам может принадле­
жать значительная доля в катаболизме сурфактанта. 
Таким образом, к достаточно четко установленным 
компонентам сурфактантной системы следует причис­
лить сам сурфактант, П-2 и альвеолярные макрофаги.

Соответственно в исследовании сурфактантной системы 
наибольшее распространение получили две группы 
биохимических методов: 1) определение химического 
состава сурфактанта и сурфактантсодержащих структур, 
материала; 2) оценка показателей синтеза, секреции 
и катаболизма сурфактанта.

Методы определения состава сурфактанта
Общим методическим подходом выделения сурфак­

танта из легких для последующего изучения служит 
получение бронхоальвеолярного смыва (БАС) с после­
дующим фракционированием [11,51]. Гистохимически 
на поверхности альвеол выявляют гипофазу, которая 
покрывается поверхностной пленкой, по виду напоми­
нающей искусственные фосфолипидные мембраны. К 
сожалению, имеющиеся способы выделения сурфак­
танта из БАС не позволяют получить его в нативной 
форме. Поэтому анализу поддается состав суммарной 
сурфактантной фракции.

Сурфактант обычно содержит менее 20% белка. 
Основным липидным компонентом его является фос- 
фатидилхолин (70— 80% от общего количества липи­
дов). Доля нейтральных в общем количестве липидов 
невысока и колеблется у различных видов млекопи­
тающих от 9 до 22% . Наиболее значительный среди 
них в количественном отношении холестерин (меньше 
10% от массы сурфактанта). Отличительной осо­
бенностью является и тот факт, что в составе фос­
фолипидов сурфактанта сравнительно много фосфати-



дилглицерола (3— 12%), а среди фосфатидилхолинов 
преобладает дипальмитоильная молекулярная форма 
(54— 8 7 % ) [25,41,46].

Исходя из вышеизложенного, в анализе состава 
сурфактанта больше других используются методы коли­
чественного и качественного определения липидов, 
особенно фосфолипидов. Сначала проводят экстра­
кцию липидов процедурой, впервые описанной }.Ро\сН 
е1; а1. [21], с различными модификациями [40]. В 
полученном экстракте определяют содержание общих 
фосфолипидов. Существуют различные способы оценки, 
но к наиболее устоявшимся и широко используемым 
следует причислить минерализацию аликвоты липид­
ного экстракта в серной кислоте [1] или хлорной 
кислоте [47] с последующим проведением цветной 
реакции на фосфор [36,47]. Этот же метод является 
базовым для определения количества отдельных видов 
фосфолипидов, предварительно разделенных тонко­
слойной хроматографией (ТСХ).

Следует критически проанализировать методичес­
кие подходы к анализу фосфолипидов. В некоторых 
лабораториях распространено использование для разде­
ления липидов и фосфолипидов готовых пластинок, 
которые покрыты силикагелем, а в качестве скрепляю­
щего агента служит крахмал. Поэтому после разделения 
фосфолипидов на фракции затруднен их количес­
твенный учет. Присутствие крахмала не позволяет 
произвести процедуру сжигания вследствие неизбеж­
ного его обугливания. В классическом варианте на 
стеклянные пластинки наносят взвесь, состоящую из 
силикагеля, гипса и воды [7]. Пластинки готовят за 24 ч 
до нанесения липидов и активируют перед нанесением 
в течение 1 ч при +110°С [12]. Для разделения 
фосфолипидов на основные типы самым простым методом 
является одноэтапная одномерная ТСХ в системе 
растворителей хлороформ— метанол— вода [48]. Зоны 
на силикагеле, соответствующие той или иной иден­
тифицированной фракции, становятся видимыми после 
окрашивания в парах йода. Затем их соскребают в 
стеклянные пробирки из пирексного стекла, добав­
ляют кислоту и помещают в песчаную баню при 
температуре 180— 200°С на период от 40 мин до 2 ч. 
В минерализованных пробах проводят цветную реа­
кцию на фосфор.

В ряде случаев для количественного или полуколи- 
чественного определения фосфолипидов, разделенных 
на сорбентах с крахмалом, ввиду невозможности проце­
дуры сжигания предпочтение отдают компромиссному 
приему. Липиды окрашивают прямо на пластинке 
фосфорномолибденовой кислотой или в парах йода с 
последующим денситометрированием окрашенных фрак­
ций. Для исследования сурфактанта такой способ едва 
ли может быть применен вследствие индивидуальных 
особенностей названных красителей. Йод обычно исполь­
зуется только для визуализации пятен на хромато­
грамме. Количественная оценка окрашенных им липидов 
невозможна по двум причинам. Он быстро возго­
няется, а ненасыщенные фосфолипиды окрашиваются 
им более интенсивно [1]. При опрыскивании хромато­
граммы фосфорномолибденовой кислотой и после­

дующем нагревании при 100— 120°С не проявляются 
насыщенные жирные кислоты и их глицериновые 
эфиры, обнаруживается избирательная тропность краси­
теля к веществам стероидной природы. С учетом 
преобладания полностью насыщенных молекулярных 
форм среди фосфатидилхолинов сурфактанта инфор­
мация, полученная с помощью фосфорномолибдено­
вой кислоты, не отражает ни действительного абсо­
лютного содержания, ни процентного распределения 
фосфолипидов в его составе.

Для количественного учета фосфолипидов, разде­
ленных ТСХ, приемлемы методы, основанные на денси- 
тометрическом сканировании окрашенных хроматог­
рамм. Наиболее простым способом является прояв­
ление фракции после полного удаления растворителя 
с пластинки обрызгиванием из пульверизатора 50% 
раствором серной кислоты [17] и нагревания при 
200°С в течение 80 мин. Нами был установлен именно 
такой минимальный срок нагревания пластинок в 
вышеуказанных условиях, когда происходило полное 
сжигание ненасыщенных и насыщенных липидов, которые 
обнаруживаются в виде черных пятен на белом фоне.

Абсолютное количество вещества в обуглившихся 
пятнах определяется по интенсивности его оптичес­
кого поглощения в видимой области на денситометре. 
Необходимо отметить, что при условии пробега фрон­
та растворителя на пластинке, не превышающего 8 см, 
сохраняется закон Ламберта-Бэра [6]. Поскольку интен­
сивность пятна при обугливании и сжигании есть 
функция нескольких переменных, главным образом 
молекулярной массы и строения липидов, то необ­
ходимо для каждого, вида определяемых посредством 
денситометрирования фосфолипидов построить свои 
калибровочные прямые. Строгая стандартизация нане­
сения и хроматографирования фосфолипидов обеспе­
чивает количественное воспроизведение результатов 
с ошибкой 8— 10%.

Достаточно удобным и простым способом быстрой 
оценки содержания общих фосфолипидов в сурфак­
танте легких является колориметрическое их опре­
деление с использованием ферротиоционата аммония 
[45]. Метод не требует процедуры сжигания и высоко 
специфичен для определения дипальмитоилфосфати- 
дилхолина (ДПФХ). Однако оценить содержание только 
насыщенных молекулярных форм среди других фос­
фолипидов сурфактанта этим методом не представ­
ляется возможным.

В 1976 г. R.J.M ason e t al. [31] предложили метод 
выделения насыщенных форм фосфатидилхолинов из 
смеси липидов сурфактанта, который до сих пор 
широко используется исследователями. В основе метода 
лежит способность тетраокиси осмия окислять двой­
ные связи. Метод был предложен для выделения 
насыщенных фосфатидилхолинов посредством коло­
ночной хроматографии. В дальнейшем он был адап­
тирован для ТСХ. Проводится двухмерная ТСХ. В 
первом направлении идет отделение фосфатидилхо­
линов от других фосфолипидов с использованием 
системы растворителей хлороформ — метанол — вода 
(65:25:4). Затем пятно, соответствующее фосфатидил-



холину, обрабатывается раствором тетраокиси осмия 
в четыреххлористом углероде для окисления ненасы­
щенных форм и производится хроматография в пер­
пендикулярном первому направлении в системе рас­
творителей, включающей хлороформ — метанол — 
аммиак (65:35:5). Фосфатидилхолин разделяется на 
динасыщенную, мононенасыщенную и диненасыщенную 
молекулярные формы.

Предложен ряд специальных приемов определения 
другого важнейшего фосфолипида сурфактанта — 
фосфатидилглицерина [13,39]. Все они основаны на 
отделении его посредством ТСХ. Следует иметь в 
виду, что при достаточно мелком размере частиц 
силикагеля и при корректном приготовлении пластинок 
фосфатидилглицерин отделяется в обычной системе 
растворителей (хлороформ— метанол— вода). В этом 
случае он находится выше фосфатидилхолина, но 
ниже фосфатидилэтаноламина [13]. В любом случае 
для идентификации исследуемых фракций на хрома­
тограмме применяют чистые вещества-свидетели, дабы 
установить подвижность применительно к условиям 
той лаборатории, где проводится исследование.

Наряду с фосфолипидами в анализе состава сурфак­
танта важное место занимает белковый компонент. 
Существенным обстоятельством, ограничивающим ис­
пользование общепринятых методов определения белка, 
таких как метод Low ry  [30], является присутствие в 
сурфактанте большого количества липидов. Развиваю­
щаяся муть мешает количественному учету интен­
сивности окраски. Последняя, как известно, пропор­
циональна содержанию белка. В то же время преиму­
щество метода Lowry в высокой его чувствительности, 
что очень существенно для сурфактанта, в котором 
белка мало. К настоящему времени имеется несколько 
методов, позволяющих преодолеть это препятствие. 
Все они основаны на введении в используемые реа­
ктивы ионного детергента додецилсульфата натрия 
(DDS-Na) [18,24]. Наиболее прост метод, предло­
женный J.D ulley  [18]. Согласно ему в один из реак­
тивов, используемых в методе Low ry , добавляется 
0,5% раствор DDS-Na. В результате муть при после­
дующем добавлении реактива Фолина не образуется.

Весьма значителен и не до конца исследован вопрос 
о составе белкового компонента сурфактанта. Исполь­
зование гель-хроматографии, изоэлектрофокусирования, 
электрофореза в полиакриламидном геле, иммуно­
электрофореза позволило прийти к заключению, что 
основными его представителями являются белки с 
молекулярной массой 28— 36 кД, которые объединены 
единым термином “апопротеин А” и еще один муль- 
тимерный белок с молекулярной массой 39 кД — 
апопротеин Д  [23,26,38,52] . Все они имеют отри­
цательный заряд в нейтральной среде, богаты глицином 
и иминокислотами. На аминоацильном конце их поли- 
пептидных цепей находится изолейцин. Обработка 
апопротеинов нейраминидазой с последующим изоэлек­
трофокусированием показала, что белки с молеку­
лярной массой 36 и 32 кД построены на базе белка 
28 кД. Модификация его происходит на уровне пост­
трансляции за счет гликозилирования [27]. Сравни­

тельно малую часть в апопротеиновом компоненте 
сурфактанта (около 1%) занимают белки с молеку­
лярной массой менее 10 кД [15,53]. Они получили 
название “апопротеин В” и “апопротеин С”. Обна­
руженное качественное и количественное изменение 
апопротеинов сурфактанта при заболеваниях легких 
[42] указывает на перспективность использования методов 
их исследования для выяснения патогенеза ряда легочных 
расстройств.

Новым направлением изучения сурфактанта является 
анализ пространственного расположения липидов и 
белков в его составе. При этом исходят из той посылки, 
что сурфактант имеет структуру, напоминающую мем­
бранные образования. В любой биологической мем­
бране изменение пространственной ориентации липидно­
белковых комплексов, как правило, сказывается на 
функции мембраны. Поэтому и методы, которыми 
решается проблема для сурфактанта, схожи с приме­
няемыми для изучения мембран. К ним относятся 
оценка внутренней триптофановой флюоресценции 
целого сурфактанта или сурфактантных белков в от­
дельности [49], зондовая флюоресценция, когда гидро­
фобный зонд вводится в состав сурфактанта, а измерение 
параметров его флюоресценции дает информацию о 
структурном состоянии микроокружения [20]. С этой 
же целью применяются методы оценки микровязкости 
липидов и фазовых переходов в сурфактанте легких, 
о которых судят по поляризации зондовой флюорес­
ценции [10], сканирующей калориметрии [34].

И сследование конденсата  
выдыхаемого воздуха

Бытует мнение, которое имеет достаточно много 
сторонников у нас в стране, что информация о сурфак­
танте легких может быть получена путем исследо­
вания конденсата выдыхаемого воздуха [4]. С точки 
зрения доступности и простоты сбор конденсата явля­
ется предпочтительным по сравнению с процедурой 
БАС. Однако до настоящего времени остается пробле­
матичным вопрос о том, в какой мере конденсат 
выдыхаемого воздуха может дать информацию о сур­
фактанте и может ли он дать ее вообще.

Учитывая имеющиеся сложности, в настоящей статье 
мы решили привести результаты сравнительного иссле­
дования конденсата выдыхаемого воздуха и сурфак­
тантной фракции БАС, полученные нами у больных с 
фиброзными изменениями в легких. Все больные на 
основании классификационных критериев [2] были 
разделены на три группы в зависимости от степени 
развития фиброзных изменений.

Чтобы иметь представление о возможных фосфоли­
пидах в составе конденсата выдыхаемого воздуха, а в 
литературе имеются положительные данные по этому 
вопросу [3], для анализа использовался заведомо боль­
шой объем собранного конденсата (8— 10 мл). Но 
даже в этом объеме нам не удалось обнаружить 
заметные количества конкретных фосфолипидов. Общий 
липидный фосфор, хотя и в небольших количествах, 
но определялся. Наибольшее его содержание отмечено 
у больных со II стадией выраженности фиброзных



Содержание общего липидного фосфора в конденсате 
выдыхаемого воздуха и сурфактантной фракции БАС у 
больных с пневмофиброзом (М ±ш )

В ы раж енность

пневмоф нброза

С одерж ание липидного фосфора

Конденсат,

м к м о л ь /л
п С урф актант, 

м к м о л ь /л  БАС
п

I стадия 3,87±0,55 23 11,94 ± 1,36 22
II стадия 5,04±0,57 48 13,47 ±1,15 28
III стадия 2,60±0,32*,** 28 12,28± 1,86 16
Контроль 3 ,55±0,54 29

П р и м е ч а н и е .  В качестве контроля обследовали практически 
здоровых людей, которые по возрастно-половому составу соответ­
ствовали выделенным группам больных с фиброзом. * — р<0,05 по 
сравнению с I стадией; ** —  р<0,05 по сравнению со II стадией.

изменений в легких, а наименьшее — с III стадией 
(таблица). Статистически достоверной разницы по 
сравнению с контролем не было ни в одной стадии 
патологического процесса. Различия же определя­
емых значений этого показателя между стадиями 
наблюдались значительные.

Результаты изучения фосфолипидов сурфактанта 
легких, полученного из БАС больных в различных 
стадиях выраженности пневмофиброза, не выявили 
существенных изменений уровня фосфолипидов сур­
фактанта между стадиями заболевания (см. таблицу). 
По вполне понятным причинам мы не имели возмож­
ности сравнить эти показатели с нормой. Таким об­
разом, сходство изменений содержания общего липид­
ного фосфора в конденсате выдыхаемого воздуха и в 
сурфактантной фракции БАС отсутствует. По-видимому, 
если конденсат и содержит информацию о сурфак­
танте, то небольшую, и не о нативном сурфактанте, 
а, скорее, о продуктах его катаболизма. Нельзя исклю­
чить и влияние слюны. В самом деле, выдыхаемый 
воздух, наряду с предполагаемым вовлечением в свой 
состав элементов сурфактанта, равновероятно может 
содержать испаряющиеся из ротовой полости компо­
ненты слюны. Устройство слюноулавливателя, предус­
мотренное в аппарате для сбора конденсата, эффек­
тивно только для жидкости.

Приведенные сомнения в отношении представлений 
о конденсате выдыхаемого воздуха, как своеобразном 
“зеркале” сурфактанта или источнике информации о 
нем, ни в коей мере не умаляют значения этой 
жидкости как ценного, легкодоступного материала 
для поиска диагностических и прогностических кри­
териев развития и течения целого ряда заболеваний 
легких [8,9].

Исследование клеточного компонента 
сурфактантной системы

Гораздо более сложно методическое обеспечение 
исследования клеточного компонента сурфактантной 
системы легких. Здесь определение биохимического

состава используется лишь как вспомогательная про­
цедура. Ведущее место занимают радиоизотопные методы 
в сочетании с методами культуры клеток. С их по­
мощью оцениваются и анализируются конкретные 
метаболические превращения сурфактанта. Культиви­
рование изолированных П-2 с радиоактивными пред- 
шественниками синтеза фосфолипидов позволило уста­
новить, что ДПФХ образуется в этих клетках двумя 
путями: 1) прямым синтезом из дипальмитоилглицерина 
и ЦДФ-холина; 2) через ацилирование 1-пальмитоил-
2-лизофосфатидилхолина посредством пальмитоил-КоА 
[32,43]. В этом ж е плане весьма перспективными 
являются методы, позволяющие оценить синтез и 
секрецию сурфактантных липидов П-2. Здесь имеются 
три возможных варианта и соответственно три мето­
дических подхода. В первом оценивается синтез жирных 
кислот из своих низкомолекулярных предшествен­
ников (14С-ацетат) de novo в самих клетках [16,28]. Во 
втором изучают поглощение и утилизацию экзогенной 
пальмитиновой кислоты для синтеза ДПФХ [34,43]. В 
третьем клетки культивируют с радиоизотопсодер­
жащим холином, еще одним субстратом синтеза фос- 
фатидилхолина.

Помимо синтеза сурфактанта в П-2 оценивается 
способность этих клеток разрушать захваченный извне 
ДПФХ и реутилизировать для синтеза того же сурфак­
танта [14,28]. Для этого предварительно выделенные 
клетки культивируют с липосомами, приготовленными 
из смеси фосфолипидов с холестерином. Возможно 
использование вместо липосом радиоактивно-меченного 
нативного сурфактанта легких [29]. С целью полу­
чения его животным внутривенно вводят предшес­
твенники синтеза фосфолипидов (предпочтительным 
является Н-холин). По прошествии 4 ч выделяют 
сурфактант, 98%  метки в составе которого встроено 
в фосфатидилхолины.

Схожим образом исследуют катаболические прев­
ращения сурфактанта в альвеолярных макрофагах. 
Показательна работа N .S tern  et al. [44]. В ходе ее 
использовался сурфактант, меченный тремя спосо­
бами: 1251, флюоресцеином и 3Н-пальмитатом. Это 
дало возможность не только зафиксировать, но и 
измерить при культивировании его с альвеолярными 
макрофагами сразу несколько процессов: захват сур­
фактанта клетками; гидролиз в них фосфолипидов 
сурфактанта и встраивание высвобождающихся жирных 
кислот в триацилглицерины; независимый катаболизм 
фосфолипидов и белков сурфактанта.

Среди множества ферментов, активность которых 
в альвеолярных макрофагах имеет самое непосред­
ственное отношение к катаболизму сурфактанта, на 
особом месте стоят фасфолипазы Ai, А2 и С. Они 
катализируют расщепление фосфолипидов. Из сущес­
твующих способов оценки фосфолипазной активности 
предпочтение отдается тем, которые более специ­
фичны. И здесь несомненным преимуществом обла­
дают методы, основанные на контроле расщепления 
синтетических субстратов (фосфатидилхолина, фосф- 
атидилэтаноламина), изотопмеченных в строго опре­
деленном положении. Ферментативная активность фик-



сируется по выходу из субстрата радиоактивных продуктов 
гидролиза, а они обнаруживаются после разделения 
липидного экстракта на фракции методом ТСХ [22,37].

Возможности методических подходов к биохимичес­
кому исследованию сурфактантной системы легких, 
безусловно, не ограничиваются перечисленными. Есть 
целое направление, где о синтезе и секреции сурфак­
танта судят, используя органную культуру целых легких 
или их срезов. Биохимическими методами изучают 
функциональную активность сурфактанта, связанную 
сего влиянием на метаболизм контактирующих с ним 
клеток. Избрание того или иного методического обес­
печения вытекает из конкретных задач работы. Огра­
ниченные возможности вынуждают исследователя мак­
симально упрощать методическое решение экспери­
мента. Это часто приводит к ложным выводам. В 
выборе той или иной методики исследования сурфак­
тантной системы, как и любой другой, следует опи­
раться на мировой опыт. Только в случае использования 
тщательно продуманных и отработанных методов можно 
избежать несуществующих “открытий”, а полученная 
информация продвинет имеющиеся представления о 
сурфактантной системе легких в норме и патологии.
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S u m m a r y

In 69 patients w ith pu lm onary  sarcoidosis the following hom eostatic indices w ere studied before and  after 
trea tm en t: param eters o f  im m unological tests, peroxide lipid oxidation, enzym e antiox idant defence, ho rm onal 
profile. T he considerable disorders o f  all chains in system ic im m unity  were revealed: a tten u a tio n  o f  T -lym phocytes 
w ith  th e ir  subpopulation  discrepancy, decreasing levels o f  IgA, M , G and  increasing level o f  fibronectin . Significant 
changes in b ronchopu lm onary  lavage fluid were found: decrease o f  alveolar m acrophages, increase in lym phocytes, 
neu trophils, fibronectin  and  secretory IgA. T he in tensification o f  peroxide lipid oxidation  was accom pained  by 
reduced an tiox idan t defense and  pronounced  horm onal disbalans was also m arked. T he criteria  for differential 
diagnosis o f  pulm onary' sarcoidosis and  tuberculosis were elaborated.

Р е з ю м е

И сследован ы  особенности  гомеостаза у 69 больны х саркоидозом  органов ды хания: ди н ам и к а 
п о к азател ей  си стем н о го  и м м ун и тета и м естн ой  защ иты  легких, ан ти о кси д ан тн о й  обесп ечен н ости  
орган и зм а и горм онального  гомеостаза до  и после лечения. У станоапено, что у больны х саркоидозом  
зн ачи тельн о  наруш ены  все звенья систем ного  им м унитета (сниж ение колличества Т -л и м ф о ц и то в  с 
наруш ен и ям и  на уровне отдельны х субпопуляций , сниж ение уровней IgA, M , G  и увеличение ф и б ро- 
н екти н а (Ф Н ). О бнаруж ено ум еньш ение содерж ания альвеолярны х м акроф агов, повы ш ение колличества 
л и м ф о ц и то в  и н ейтроф илов, а такж е Ф Н  и секреторного  IgA в бронхоальвеолярнои  ж идкости . С о  стороны


