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5.7. Landyshev.

S u m m a r y  ^

Values S o f the microviscosity o f erhytrocite m em branes (EM ) (values o f lipid w ellregulation w ithin the 
m em brane) and  the Tau-value (the correlation tim e o f rotation rate) were studied w ith the technique o f  the 
electrone spin resonance using spin probes. The activity o f PO L  was determ ined by the m alone dialdehyde 
concentra tion . The investigations perform ed in 10 healthy donors, 12 patients w ith acute pneum onia and 
13 patien ts w ith prolonged pneum onia allowed to  discover enhancem ent o f  S-value indicating the increase in 
the m icroviscosity o f  the ou ter layer o f  EM  and decrease in the microviscosity o f inner layer in patien ts with 
pneum onia. In  patients w ith prolonged pneum onia a norm alization o f  spin-labelled probe param eters in E M  
occurred after inhalation therapy with using liposomes containing intal and  prednison, which was com bined with 
the disappearance o f  clinico-rocntgenological m anifestations o f  pneum onia. Changes in m icroviscosity o f  EM  
indicate the structural rebuilding o f  EM  in pneum onia.

Р е з ю м е

Значения вязкости  S (величина липидной  регуляции стабильности внутри м ем браны ) и т (врем я 
корреляции  соотнош ения вращ ения) изучались при пом ощ и техники электронного  спинового  
резонанса с использованием  спиновы х проб. А ктивность П О Л  определялась по концентрации  
м алонового диальдегида. И сследования, проводимы е на 10 здоровых донорах, на 12 больны х с острой 
пневм онией  и на 13 — с затяж ной, позволили выявить увеличение величины  S, что указы вает на i
увеличение м икровязкости  внеш него слоя м ем браны  эритроцитов (М Э ) и сниж ение м икровязкости  
внутреннего слоя у пациентов с пневмонией. В случае затяж ной пневм онии  происходила норм ализация 
парам етров мечены х спиновы х проб М Э  после ингаляционной  терапии  с использованием  липосом , 
содерж ащ их интал и преднизолон, которая сочеталась с исчезновением  клинико-рентгенологических 
проявлений  пневм онии . И зм енения м икровязкости  М Э указываю т на структурные восстановления их 
при пневм онии .



В последние годы отмечен рост числа больных 
острой пневмонией, частый переход ее в затяжное 
течение, который составляет в различных регионах 
страны от 11 до 70%. Это заставляет искать новые 
нетрадиционные методы ранней диагностики и лечения 
пневмонии.

Особенности течения инфекционных воспали
тельных заболеваний легких в значительной степени 
обусловлены изменением физико-химических свойств 
биомембран [ 101. Интегральным показателем состоя
ния мембран является их микровязкость, которая 
лимитирует функционирование мембранных ре
цепторов, ферментов и переносчиков [41. Мембраны 
эритроцитов (МЭ) являются общепризнанной моделью 
структурно-функционального состояния клеточной 
мембраны, в том числе и легких [10]. Основной 
причиной нестабильности клеточных мембран при 
пневмониях считается интенсификация перекисного 
окисления липидов (ПОЛ), протекающая по свободно
радикальному пути [9]. Нормальная структурная 
(липидная) организация мембран является естествен
ным антиоксидантом [3].

В связи с этим представляется целесообразным 
изучение взаимосвязи ПОЛ и микровязкости мембран. 
Физико-химическое состояние мембран может служить 
показателем степени адаптации к воздействию 
инфекционно-токсического фактора на клетку. В 
отдельных работах [1,5,12] при неспецифических 
заболеваниях легких изучался фосфолипидный состав 
мембран эритроцитов, однако полученные данные 
противоречивы, что, видимо, связано с использованием 
недостаточно точного метода тонкослойной хро
матографии.

Применение метода электронного парамагнитного 
резонанса с использованием спиновых зондов позволяет 
получить информацию о структуре мембраны на 
различной глубине, не внося изменений в ее структурно
функциональную организацию.

В качестве спиновых зондов для исследования 
мембран эритроцитов мы использовали спин-мече- 
ные аналоги 5-доксилстеариновой (зонд 1) и 
16-доксилстеариновой (зонд 2) кислот фирмы «Sigma» 
(США). Спиновые зонды вводили в суспензию 
эритроцитов в виде этанольного раствора. Кон
центрация эритроцитов в образце составила 4—6 4 О9 
к л е т о к /м л  в 10 мМ трис-НС-буфера pH 7,4, 
содержащего 150 мМ№С1, зонда 5Т0'5М, этанола 1 % 
(об/об). Спектры ЭПР регистрировали на радио
спектрометре «JEOL-ГХб» (Япония) при температуре 
37°С. Условия записи спектров были как в работе 
Панасенко и др. [7]. Из спектров зондов, включенных 
в мембраны клеток, рассчитывали параметр упорядочен
ности S и время корреляции вращений т, малоновый 
диальдегид (МДА) в мембранах эритроцитов определяли 
по реакции с тиобарбитуровой кислотой (ТЁК).

Липосомы изготовлены во Всесоюзном кардио
логическом центре методом диспергирования содер
жания интала 0,11 м г/м л , преднизолона 0,25 мг/мл, 
во внутреннем объеме. Стерилизация осуществлялась 
автоклавированием при температуре 120°С. Материалы: 
яичный фосфатидилхолин — ФХ и холестерин — 
ХЛ (Харьковское предприятие биопрепаратов). Со
отношение Ф Х /Х Л  = 7:2. Относительное количество 
продуктов ПОЛ определяли по содержанию субстанций,

реагирующих с ТБК. Пирогенность оценивали при 
введении кроликам в дозе 10 м л /м г  (НС! пироген). 
Проверка на стерильность и абактерильность липосом 
проведена в НИИ микробиологии (г.Москва). Функция 
внешнего дыхания у больных пневмонией исследовалась 
методом бодиплетизмографии на аппарате фирмы 
« Jaeger».

Нами изучено состояние микровязкости мембран 
эритроцитов и уровня МДА у 25 больных пневмонией: 
13 больных остротекущей пневмонией (ОП) и 
12 больных с затяжным течением пневмонии (ЗП) в 
динамике (в первые 5 суток после госпитализации и на 
28— 62-й день заболевания). Отбор больных с 
возможным развитием затяжного течения пневмонии 
осуществлялся на основании наличия у них факторов 
риска: длительные сроки госпитализации с момента 
начала заболевания — свыше 7 суток (у 10 больных), 
проведение нерациональной антибактериальной 
терапии; без учета чувствительности микрофлоры 
мокроты к антибиотикам (у 8 больных), наличие 
в анамнезе частых ОРВИ, свыше 2— 3 раз в год 
(у 5 больных), острая пневмония в анамнезе 
(у 3 больных), курение (у 7 больных), злоупотребление 
алкоголем (у 3 больных), профессиональные вредности 
(запыленность, загазованность, переохлаждение — у
4 больных), наличие аллергии в анамнезе (у 2 больных), 
частый прием антибактериальных препаратов в 
анамнезе (у 4 больных). У всех обследованных больных 
ЗП имелось не менее 4 факторов риска. Возраст 
больных 21— 52 года (мужчин было 8, женщин — 4).

По степени дыхательной недостаточности (ДН) 
больные ЗП распределялись следующим образом: ДН 4 
больных, ДН I ст. — 6 больных, ДН II ст. — 2 больных. 
Активность воспалительного процесса по клинико
лабораторным показателям диагностирована I ст. — у 
9 больных, II ст. — у 3 больных. Крупозная пневмония 
имелась у 2 больных ЗП, очаговая — у 10 больных. 
Локализация воспалительного процесса в верхних 
долях у 5 больных, в нижних — у 6, в средней доле — 
у 1 больного.

В группе больных остротекущей пневмонией 
выявилось не более трех факторов риска на разви
тие ЗП. Все больные были своевременно гос
питализированы. Возраст больных 16— 63 года, мужчин 
было 8, женщин — 5. ДН отсутствовала у 5 больных, 
у 4 имелась I ст. ДН, у 3 — II ст. ДН и у 1 больного 
— III ст. Активность воспалительного процесса I ст. у
5 больных, II ст. — у 5, III ст. — у 3 больных. Крупозная 
пневмония диагностирована у 4 больных, очаговая — 
у 9 больных. Локализация воспалительного процесса 
в верхней доле — у 2 больных, нижней доле — у 9, 
средней и нижней доле — у 2 больных.

Нарушение функции внешнего дыхания (ФВД) у 
больных ЗП проходило преим ущ ественно  по 
смешанному типу с преобладанием обструктивного 
компонента, снижением бронхиальной проходимости 
на уровне мелких и средних бронхов. Так, ЖЕЛ в этой 
группе больных составила 4 ,83± 0 ,24  л, ОФВ, 
3,47±0,19, тестТиффно 72,2± 1,2%, ЖЕЛ^Г 1,33±0,06, 
ЖЕЛГП 4,21 ±0,24, ЖЕЛ., 7,91 ±0,28.50 ’ ’ ’

В группе больных ОП преобладал рестриктивный 
тип нарушения внешнего дыхания: ЖЕЛ 4,16 ± 0 ,16; 
ОФВ, 78,6±0,14;Ж ЕЛО5 1,44±0,03; ЖЕЛ504,22±0,20; 
ЖЕЛ757,86±0,22. Все больные получали традиционную 
терапию с применением антибиотиков с учетом



характера микрофлоры мокроты и чувствительности 
к ним, муколитиков, нестероидных противовос
палительных средств, дезинтоксикационной терапии, 
физиолечения.

Для исследования структурных изменений в 
мембране эритроцитов мы применяли метод спиновых 
зондов, в качестве которых использовали аналоги 
стеариновой кислоты, спин-меченые у 5-го и 16-го 
атомов углерода. Как известно, жирнокислот
ные спиновые зонды в биологических мембранах 
ориентируются вдоль ацильных цепей фосфолипидов 
[2], а локализация «репортерной» нитроксильной группы 
в разном положении углеводородной цепи зонда 
позволяет получить информацию с разной глубины 
липидного слоя.

У больныхОП в разгар заболевания при поступлении 
наблюдалось достоверное увеличение параметра Б для 
зонда 1 по сравнению со значением этого параметра 
в мембранах эритроцитов, выделенных из крови 
здоровых доноров (табл.). Эти данные свидетельствуют 
о том, что у больных ОП уменьшилась подвижность 
углеводородных цепей зонда 1 на глубине 0,5—0,7 нм 
[14] от поверхности мембраны ( от поверхности 
раздела липид— вода) и соответственно уменьшилась 
подвижность (увеличилась упорядоченность) тех 
участков липидных молекул, которые окружают 
нитроксильные группы этих зондов.

Данные, полученные с помощью зонда 2, указывают, 
что у больных ОП при наличии активного вос
палительного процесса происходит уменьшение 
значений т (времени корреляции вращений) для 
нитроксильных групп, расположенных на глубине 
2,0— 2,2 нм от поверхности мембраны, что свиде
тельствует об увеличении вращательной подвижности 
этих групп и показывает уменьшение вязкости 
липидной фазы в микроокружении этих групп.

Аналогичные данйые для зондов 1 и 2 получены в 
группе больных ЗП, у которых исследования проведены 
при поступлении в стационар. Таким образом,

изменения микровязкости мембран эритроцитов при 
наличии активного пневмонического очага у больных 
ОП и ЗП характеризуются повышением микровязкос
ти наружного слоя и снижением мнкровязкости 
внутреннего слоя, что указывает на изменение 
липидного состава мембран.

После традиционной терапии у больных ОП 
наступило клиническое улучшение на 10— 16-й день, 
исчезла инфильтрация в легочной ткани, произошла 
нормализация лабораторных показателей. Контрольную 
группу составили 10 больных затяжной пневмонией, 
получавших традиционную терапию, сопоставимые 
по степени тяжести пневмонии, степени ДН и 
активности воспалительного процесса. Микровяз
кость мембран эритроцитов в этой группе была: 
Б 0,622+0,002; т 1,52±0,002.

После проведения курса традиционной терапии в 
течение 7 дней у этой группы полное клинико
рентгенологическое выздоровление наступило только 
у 3 больных, у 2 отмечена положительная динамика в 
виде уменьш ения клинических  проявлений  и 
исчезновения инфильтрации в легких, но сохранялось 
усиление легочного рисунка, у 5 положительная 
динамика отсутствовала. Показатели микровязкости 
после лечения сохранялись прежними (Б 0,62±0,002; 
х 1,53±0,002), что свидетельствует о сохраняющихся 
нарушениях структурного состояния липидной фазы 
мембран. Активность ПОЛ по МДА в мембранах 
снижалась.

В группе наблюдения (12 больных ЗП) к 28-му дню 
заболевания сохранялись клинические симптомы в 
виде кашля, недомогания, слабости, одышки после 
умеренной физической нагрузки, инфильтрация в 
легочной ткани, ускоренная СОЭ (у 7 чел.), лейкоцитоз 
(у 3), положительные острофазовые реакции (у 2).

После проведения курса ингаляционной терапии 
фосфолипосомами, нагруженными инталом — 0,11 мг 
и преднизолоном — 0,25 мг на ингаляцию, в течение 
6 дней у больных ЗП нормализовались параметры 
Б (зонд 1) и т (зонд 2) — см. табл.

Т а б л и ц а

Параметры упорядоченности Б для зонда 1 и время корреляции вращений тдля зонда 2, встроенных в мембраны эритроцитов 
при температуре 37е С, изменения малонового диальдегида у больных острой и затяжной пневмонией 
до и после лечения фосфолипосомами (М ± т )

Группа обследованных Число
обследованных Э (зонд 1) х НС (зонд 2) М ДЛ, м к г /  мл

1. Здоровые доноры 10 0,614 ± 0,003 1,58 ± 0,001 0,196 ± 0,02
2. Контрольная группа больных ЗП:

а) до лечения 10 о;622 ± 0,002* 1,52 ± 0,002 0,312 ± 0,04**
б) после лечения 10 0,621 ± 0,002* 1,53 ± 0,002* 0,280 ± 0,03*

3. Группа наблюдения:
Больные ОП и ЗП до лечения 25 0,621 ± 0,002** 1,53 ± 0,002* 0,338 ± 0,04**
липосомами

4.Больные ЗП:
а) до лечения липосомами 12 0,623 ± 0,002** 1,53 ± 0,002* 0,281 ± 0,05
б) после лечения липосомами 12 0,615 ± 0,002 1,59 ± 0,002 0,319 ± 0,06

Рга-26 > ° '05: />!,_26 > °-5: 6 > ° ’05;
р < < 0 .01; Р и - и к ° ’05; Р и - « ,> °-05;

П р и м е ч а н и е .  Звездочка — рк < 0,05; две звездочки — рк < 0,01



У всех больных отмечено улучшение состоя
ния, нормализация рентгенологической картины и 
лабораторных данных на 7— 10-й день после начала 

I лечения липосомами.
Таким образом, при наличии инфильтративных 

изменений в легких у больных ЗП выявились 
структурные изменения липидной фазы мембран 
эритроцитов, которые исчезли после курсового лечения 
аэрозолем фосфолипосом с инталом и преднизо- 
лоном, что является свидетельством их мембрано
стабилизирующего действия.

Сопоставление содержания МДА в мембранах 
эритроцитов с параметрами спиновых зондов показало 
наличие отрицательной корреляционной связи с 
параметрами Э зонда 1 (л = -0,41). Уровень МДА при 
поступлении был повышен как у больных ОП, так 
и у больных ЗП, но в большей степени повышался 
у больных ОП. После лечения больных ЗП фос- 
фолипосомами с инталом и преднизолоном МДА 
нарастал, что может быть следствием повышенного 
образования МДА вследствие увеличения субстрата 

Ф окисления в связи с накоплением фосфатидилхолина 
(ФХ) в мембранах. Повышение МДА является 
косвенным свидетельством «тлеющего» воспаления и 
указывает на необходимость диспансерного наблюдения 
за больными ЗП.

Таким образом, при острой и затяжной пневмонии 
происходит повышение микровязкости мембран 
вследствие повышенного расхода ненасыщенных 
фосфолипидов в процессе ПОЛ под действием 
мембранных фосфолипаз, что может быть расценено 
как компенсаторно-приспособительная реакция. 
Накапливающиеся в мембранах сфингомиелин и 
холестерин, повышая микровязкость наружного слоя 
мембраны, нарушают барьерную и матриксную 
функцию бислоя.

Для нормального функционирования мембранных 
рецепторов и ферментных систем большое значение 
имеет молекулярная подвижность в мембране. 

 ̂ Длительное повышение микровязкости мембран при 
затяжной пневмонии может приводить к нарушению 
функцци клеток, что требует своевременной коррекции. 
Использование фосфолипосом, содержащих интал и 
преднизолон, у больных ЗП обусловлено многогранным 
взаимоусиливающим патогенетическим действием 
препарата ФХ, составляющего основу липосом, который 
может входить в структуру сурфактанта, а также 
включается в другие клеточные мембраны.

Интал, стабилизируя тучные клетки, устраняет 
выделение ими активных форм кислорода и прост- 
агландина 0 2 — мощного бронхоконстриктора [13].

У больных затяжной пневмонией находили зн
ачительное снижение кортизола в крови во все сроки 
заболевания [8], что является основанием для 
использования в терапии этих больных глю- 
кокортикоидных гормонов. Преднизолон в низких 
концентрациях не влияет на микробицидную функцию 
активированных макрофагов, разобщает патоло
гическую связь Т-лимфоцитов и макрофагов, под
держивающих воспалительный процесс, блокирует 
стимулирующий эффект липополисахаридов и 
лимфокинов[6], способствует репаративным процессам 
в легких, блокирует фосфолипазу А2 [6].
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