
©  К О Л Л Е К Т И В  А В Т О Р О В ,  1992 

У Д К  61 6 .233-008 .8 -092 .9

О. В. М акарова, Л. П. М ихайлова, А. С. Сладкопевцев, И. Е. Зыкова,
Т. А. Ту русина

ВЛИЯНИЕ НОРМОБАРИЧЕСКОЙ ГИПОКСИИ НА КЛЕТОЧНЫЙ
СОСТАВ БРОНХОАЛЬВЕОЛЯРНОГО СМЫВА И ФАГОЦИТАРНУЮ 

СПОСОБНОСТЬ НЕЙТРОФИЛОВ И МАКРОФАГОВ ЛЕГКИХ
КРЫС WISTAR

Акционерное общество «Всероссийский научный центр молекулярной диагностики и лечения»

IN F L U E N C E  O F  N O R M O B A R IC  H Y P O X IA  O N  T H E  C E L L  C O N T E N T  O F 
B R O N C H O -A L V E O L A R  L A V A G E  A N D  P H A G O C Y T IC  C A P A C IT Y  O F N E U T R O P H IL S  

A N D  M A C R O P H A G E S  F R O M  W IS T A R  R A T ’S L U N G S .

О. V. Makarova, L. P. Mikhailova, A. S . Sladkopevtzev, I. E. Zykova, T. A. Turusina.

S u m m a r y

T h e  resu lts  o f th e  study  h a v e  show n th a t single hypox ic  stim u la tion  inc reases th e  c o n ten t of 
n eu tro p h ils  an d  ep ith e liu m  cells in b ro n c h o -a lv e o la r  flu id  (B A F ) and  s tim ula tes phagocy tic  activ ity  
of cells from  th e  lung  tissue. 24 h o u rs  a f te r  th e  single s tim u la tion  as w ell as d u rin g  rep ea ted  
stim u la tions th e  cell c o n te n t o f th e  B A F rem ains th e  sam e. P a ra m e te rs  of phagocy tic  activ ity  
of n eu tro p h ils  an d  m acro fag es an e  been  norm alized . 24  h o u rs  a f te r  single hypox ic s tim ula tion  
a d ec rease  in B A F cytosis is m ark ed , w hich  is c o n n e c ted  w ith  h igh  adhesive ab ility  o f ac tiva ted  
phagocy tes. A fte r  10 h ypox ic  s tim u la tio n s th e  rise o f lym phocytes, as w ell as of n eu tro p h ils  and  
ep ithelium  cells was m a rk e d  in BA F of th e  W istar rats. M ultip le  h ypox ic  s tim u la tion  stim ulates 
th e  p h ag o cy tic  ac tiv ity  o f B A F cells.

Р е з ю м е

В эк сп ер и м ен т е  и сп о л ь зо вали  к ры с породы  W istar (сам ц ы ) м ассой  300 гр. П роводили  
н епреры вную  30 м инутную  эк сп о зи ц и ю  ж и в о тн ы х  в негерм ети чн ой  кам ере , ч ер ез к о то 
рую  п ро п у ск ал и  см есь  а зо т а  и во зд у х а , со д ер ж ащ у ю  10 % СЬ. К о н тр о ль н ая  группа ж и в о т
ны х н ах о д и л ас ь  в у сл о в и ях  атм о сф ер н о го  возд уха, опы тны е группы  кры с и сслед овали сь  
п осле одн ократн ой , ч ер ез сутки  п осле  одн ократн ой  и м ногократн ой  (10  еж ед н ев н ы х  се ан 
сов) ги п окси ческ ой  н агрузки . О п ред еляли  аб солю тн ое коли чество  клеточн ы х эл ем ен то в  в 1 мл 
б р о н х о ал ьв ео л яр н о го  см ы ва (Б А С ), подсчиты вали  эн доп ульм он альн ую  цитограм м у, оц ен и ва
ли ф а го ц и тар н у ю  сп о со б н о сть  ф аго ц и то в  л егки х . П о казан о , что о д н о к р а тн ая  ги п окси ческ ая  
н агр у зк а  увели чи вает со д ер ж ан и е  н ей тр о ф и л о в  и эп и те л и я  в Б А С , а  т а к ж е  стим улирует 
поглоти тельн ую  сп о со б н о сть  ф аго ц и то в  л егки х . Ч е р ез  сутки  п осле одн ократн ого  и при м н о 
го кр атн о м  ги п о кси ч еск о м  в о зд ей стви и  и зм ен е н и я  клеточ н ого  со с та в а  Б А С  со х р ан яю тся : 
о ст аю тс я  п овы ш ен н ы м и  п о к а за те л и  с о д ер ж ан и я  н ей тр о ф и л о в  и эп и тели я . П о к а зат ел и  ф а го 
ци тарн ой  ак ти в н о сти  н ей тр о ф и л о в  и м ак р о ф аго в  л егк и х  н о р м ал и зу ю тся . Ч е р ез  сутки  после 
од н ок ратн ого  ги п о кси ч еско го  в о зд ей с тв и я  вы явлен о  сн и ж ен и е  п о к аза тел е й  ц и то за  БА С , что 
св я за н о  с вы сок ой  ад гези в н о й  сп особн остью  ак ти в и р о ван н ы х  ф агоц и тов . П осле 10 се ан 
сов ги п окси и  в Б А С  кры с о б н ар у ж ен о  н аряд у  с увеличением  отн оси тельн ого  коли ч ества 
н ей тр о ф и л о в  и э п и те л и я  п овы ш ен и е п о к а за т е л я  с о д ер ж ан и я  л и м ф о ц и то в . М н огократн ая  
ги п о кси ч еск ая  н агр у зк а  сти м ули рует поглоти тельн ую  сп особн ость  ф аго ц и то в  БА С .

В последние годы нормобарическая гипоксия 
используется пульмонологами в качестве немеди
каментозного метода лечения хронического брон
хита и бронхиальной астмы [2, 3, 5]. В меха
низмах местной защиты легких при этих заболе
ваниях большую роль играют макрофаги и нейтро- 
филы бронхоальвеолярного пространства [4], 
однако влияние острой нормобарической гипоксии 
на клеточный состав бронхоальвеолярного смыва

(БАС) и функциональную способность фагоцитов 
легких не исследовалось.

Целью работы было изучение цитологических 
особенностей БАС и фагоцитарной активности 
нейтрофилов и макрофагов легких крыс породы 
\Vistar при однократной и многократной гипок
сической нагрузке.

В эксперименте, выполненном в осенне-зимний 
период, исследовали крыс породы \Vistar (самцы)



Показатели цитоза БАС и эндопульмональной цитограммы крыс W istar в норме и при гипоксической нагрузке

Ц и т о з  клеток
Э н д о п у л ь м о н а л ь н а я  ц и т о г р а м м а ,  %

в 1 мл , • 106 М а к р о ф а г и Л и м ф о ц и т ы Н ей т р о ф и лы Эпителий

1-я , ( п =  10)
2-я (я = 1 3 )
3-я ( я = 5 )
4-я ( п =  10) 

Р 1 2

0 ,6 ± 0 ,2  
0 ,6± 0 ,1  
0,1 ± 0 ,0 5  
0 ,4 ± 0 ,1 

> 0 ,0 5

8 6 ,9 ± 3 ,4  
6 5 ±  10,2 

7 4 ,2 ± 3 ,4  
35 ,0 ± 6 ,9  

> 0 ,0 5

4 ,7 ± 2 ,4  
3 ,4 ±  1,1 
1 ,7± 0 ,8  

11,4 ± 2 ,7  
> 0 ,0 5

2 ,0 ± 0 ,4  
21,1 ± 7 ,9  

7 ,8 ± 2 ,6  
3 8 ,8 ± 8 ,4  
> 0 ,0 5

4 ,6± 2 ,0  ‘ 
9 ,4± 3 ,0

14.7 ± 3 ,8
14.7 ± 2 ,0  

> 0 ,0 5

Р 1 з < 0 ,0 1 > 0 ,0 5 > 0 ,0 5 < 0 ,0 1 < 0 ,0 5

р 2  3 > 0 ,0 5 > 0 ,0 5 > 0 ,0 5 > 0 ,0 5 > 0 ,0 5

* Р\ 4 < 0 ,0 5 < 0 ,001 > 0 ,0 5 < 0,001 < 0 ,0 5

Р 2 — 4 > 0 ,0 5 > 0 ,0 5 < 0 ,0 5 > 0 ,0 5 > 0 ,0 5

П р и м е ч а н и я .  Здесь и в табл. 2. р — достоверность различий между показателями в группах.

массой 300 г. Проводили непрерывную 30-минут
ную экспозицию животных в негерметичной к а 
мере, через которую пропускали смесь азота и 
воздуха,  содержащую 10 % Ог. Перед взятием 
бронхоальвеолярного смыва животных наркотизи
ровали внутрибрюшным введением гексенала. 
БАС получали путем двукратного промывания 
легких через трахею 10 мл подогретого до 37 °С 
изотонического раствора хлорида натрия.  С еан 
сы гипоксического воздействия проводили в 10— 
12 часов дня.  Контрольная (1-я) группа ж и в о т 
ных находилась в условиях атмосферного воздуха,  
содержащего 21 % 0 2. В группе животных, под
вергавшихся однократному гипоксическому воз
действию (2-я группа),  БАС получали через 
5— 15 мин после сеанса.  В 3-й группе забор 
БАС проводили через сутки после однократного 
гипоксического воздействия.  В 4-й группе ж ив от
ным проводили ежедневные 30-минутные сеансы в 
течение 10 дней (многократная гипоксическая 
нагрузка) .  Забор  смыва в этой группе осу
ществляли через 5— 15 мин после 10-го сеанса.

В жидкости БАС определяли цитоз (абсолют-

ное количество клеток в 1 мл).  В мазках,  окра
шенных по Романовскому— Гимзе, проводили под
счет эндопульмональной цитограммы [1] с учетом 
эпителия. Жизнеспособность клеток в тесте с три- 
пановым синим составила 87—90 %. Фагоцитар
ную способность нейтрофилов и макрофагов оце
нивали после соответствующей 15- и 30-минут
ной инкубации клеток БАС с суточной культурой 
Staphylococcus epidermidis  (штамм Т-10). В маз
ках, окрашенных по Граму, подсчитывали процент 
фагоцитирующих клеток и фагоцитарный индекс. 
Полученные данные обрабатывали методом ва
риационной статистики.

Результаты исследования клеточного состава 
БАС и фагоцитарной способности нейтрофилов и 
макрофагов легких контрольной и опытной групп 
представлены в табл. 1 и 2.

В контрольной группе животных показатели 
БАС соответствовали норме [7]. Абсолютное ко
личество клеточных элементов в 1 мл БАС со
ставило 0 ,6-106. В эндопульмональной цитограм
ме большая  часть клеток была представлена 
макрофагами.  Относительное содержание нейтро-

Т а  бл 'и  ца 2

Показатели фагоцитарной активности нейтрофилов и макрофагов БАС крыс \Vistar в норме и при гипоксической нагрузке

Г р у п па  н а б л ю д ен и я
Ф а г о ц и т и р у ю щ и е  клетки , % Ф а г о ц и т а р н ы й  индекс

н ей тр оф и л ы м а к р о ф а г и ней тр оф ил ы м а к р о ф а ги

1-я (ц = Ю ) 5 7 ,0 ± 6 ,6 61,4 ± 6 ,4 3,3-+-1,4 3 ,4 ± 0 ,6
2-я ( я = 5 ) 9 2 ,7 ± 5 ,0 8 8 ,0 ± 5 ,2 9,14-1,2 8 ,9 ±  1,8
3-я ( п = 5) 5 0 ,6 ± 6 ,3 63,2 ± 6 ,8 2,64-0,4 3 ,7 ± 0 ,7
4-я ( я = 7 ) 71,3 ± 6 ,3 72 ,4 ± 4 ,2 4,94=0,1 5 ,3 ± 0 ,6

Р 1—2 < 0 ,01 < 0 ,01 < 0 ,01 < 0,01

P i—3 > 0 ,0 5 > 0 ,0 5 > 0 ,0 5 > 0 ,0 5

Р2 —3 < 0,01 < 0 ,01 < 0 ,001 < 0,01

Р 1 - 4 > 0 ,0 5 > 0 ,0 5 > 0 ,0 5 < 0,01

Р2—4 < 0 ,0 5 > 0 ,0 5 < 0 ,01 > 0 ,0 5
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филов, лимфоцитов и эпителиальных клеток было 
низким. Фагоцитарная активность нейтрофилов 
и макрофагов БАС была примерно сходной.

После однократной 30-минутной гипоксической 
нагрузки абсолютное количество клеток в БАС по 
сравнению с контролем не изменялось. В то же 
время в эндопульмональной цитограмме значи
тельно возрастало содержание нейтрофилов и 
эпителиальных клеток. Относительное количество 
лимфоцитов оставалось низким и достоверно не 
изменялось по сравнению с контролем. Фагоци
тарная  активность нейтрофилов и макрофагов 
усиливалась.  Отмечалось достоверное увеличение 
процента фагоцитирующих клеток и фагоцитарно
го индекса.

Полученные результаты показывают, что острая 
однократная гипоксическая нагрузка увеличивает 
миграцию нейтрофилов в бронхоальвеолярное 
пространство, усиливает десквамацию эпителия 
и стимулирует поглотительную способность ф а го 
цитов легких.

Через сутки после однократного гипоксического 
воздействия показатель цитоза БАС по сравнению 
с контролем достоверно снижался.  Отмечалась  
тенденция к снижению относительного количества 
нейтрофилов по сравнению с предыдущей группой 
животных. По сравнению с контролем показатели 
содержания нейтрофилов и эпителия в БАС крыс 
этой группы были достоверно повышены. Фагоци
тарная  активность нейтрофилов и макрофагов 
через сутки после гипоксического воздействия не 
отличалась от контроля.

Таким образом, через сутки после однократно
го гипоксического воздействия уменьшение пока
зателей цитоза БАС сопровождалось повышением 
относительного содержания нейтрофилов и эпите
лия. Функциональная активность нейтрофилов и 
макрофагов,  усиленная гипоксическим воздейст
вием, нормализовалась.

После многократной гипоксической нагрузки 
показатели цитоза БАС были достоверно сни
жены по сравнению с контрольной группой. В эндо
пульмональной цитограмме, по сравнению с конт
ролем, достоверно повышалось относительное ко
личество нейтрофилов и эпителиальных клеток. 
По сравнению с животными, подвергшимися од
нократному гипоксическому воздействию, при мно
гократной гипоксической нагрузке в БАС наблю
далось достоверное увеличение содержания лим
фоцитов. Показатели поглотительной способности 
фагоцитов были повышены по сравнению с контро
лем, но снижены по сравнению со 2-й группой 
животных.

Таким образом, при многократной гипоксиче
ской нагрузке снижались показатели цитоза БАС, 
а относительное содержание нейтрофилов,  эпите
лия и лимфоцитов в бронхоальвеолярном про
странстве было повышено. Фагоцитарная актив
ность нейтрофилов и макрофагов легких при этом 
режиме гипоксической нагрузки была усилена.

Полученные нами результаты исследования кле
точного состава БАС и функциональной способ
ности фагоцитов легких свидетельствуют о том, что 
острая нормобарическая гипоксия стимулирует 
миграцию нейтрофилов в бронхоальвеолярное про
странство, усиливает десквамацию эпителия брон
хов, повышает фагоцитарную активность нейтро
филов и макрофагов.  Однократная гипоксическая 
нагрузка газовой смесью, содержащей 10 % 0 2, 
увеличивает в БАС крыс АХ/^аг процентное со
держание  нейтрофилов и эпителиальных клеток, 
а такж е  стимулирует поглотительную способность 
фагоцитов легких. Через сутки после однократ
ного гипоксического воздействия изменения кле
точного состава БАС крыс \Vistar  сохраняются. 
Показатели содержания нейтрофилов и эпителия 
остаются повышенными. Фагоцитарная актив
ность нейтрофилов и макрофагов легких нормали
зуется. Через сутки после однократного и после 
многократного гипоксического воздействия выяв
лено снижение показателей цитоза БАС. Много
кратная  гипоксическая нагрузка газовой смесью, 
содержащей 10 % 0 2, увеличивает в БАС крыс 
\Vistar  процентное содержание нейтрофилов,  эпи
телия и лимфоцитов,  а т акж е  стимулирует погло
тительную способность фагоцитов легких.

Выявленное нами повышение миграционной спо
собности нейтрофилов под влиянием гипоксиче
ской нагрузки обусловлено изменением адгезив
ной способности эндотелия и нейтрофилов,  а также 
выделением тучными клетками веществ,  являю
щихся хематтрактантами. БсЫепШ е1 а1. [10]
показали,  что через 30 минут от начала гипокси
ческого воздействия в эндотелиальных клетках 
выявляется максимальная продукция активных 
форм кислорода,  которые, повреждая  мембраны 
и изменяя адгезивность клеток, приводят к уве
личению в легких маргинального пула нейтро
филов. Повышение под влиянием гипоксии мигра
ционной способности нейтрофилов в бронхоаль
веолярное пространство связано такж е  с усиле
нием дегрануляции тучных клеток. Ы аё 21е]ко е1 а1. 
[9] показали снижение объемной плотности гра
нул тучных клеток легких кошек под влиянием 
гипоксии, что свидетельствует о высвобождении 
простагландина Е2, лейкотриена В4, фактора акти
вации тромбоцитов и гистамина.  Эти вещества, 
являясь  хематтрактантами, активируют нейтрофи- 
лы и макрофаги легких, что подтверждается 
нами по усилению их фагоцитарной способности. 
Активированные фагоциты легких образуют кис
лородные радикалы, перекиси и протеазы, повреж
дающие эпителий. Через сутки после однократной 
гипоксической нагрузки повышенная миграция 
нейтрофилов и десквамация эпителия сохраняют
ся, а фагоцитарная способность нейтрофилов и 
макрофагов нормализуется.  По сравнению с одно
кратной при многократной гипоксической нагрузке 
мы не обнаружили усиления миграционной спо
собности нейтрофилов и десквамации эпителия, 
что, возможно, связано с компенсаторной акти



вацией ферментов актиоксидантной системы [6]. 
Выявленное нами увеличение содержания лим
фоцитов в БАС при многократной гипоксической 
нагрузке может быть обусловлено гиперплазией 
бронхоассоциированной лимфоидной ткани,  регу
лирующей пролиферативные процессы в легких, 
вызванные гипоксическим повреждением [6]. Сни
жение в БАС крыс абсолютного количества кле
точных элементов через сутки после однократной 
и после многократной гипоксической нагрузки 
является относительным. По-видимому, высокая 
адгезивная способность активированных гипок
сией фагоцитов затрудняет их вымывание при 
проведении процедуры БАС.

В ы в о д ы

1. Однократная гипоксическая нагрузка газовой 
смесью, содержащей 10 % 0 2, увеличивает в БАС 
крыс Wistar  процентное содержание нейтрофилов 
и эпителиальных клеток, а также стимулирует 
поглотительную способность фагоцитов легких.

2. Через сутки после однократного гипокси- 
ческого воздействия изменения клеточного состава 
БАС у крыс Wistar  сохраняются: остаются по
вышенными показатели содержания нейтрофилов 
и эпителия. Показатели фагоцитарной активности 
нейтрофилов и макрофагов легких нормализуются.

3. Через сутки после однократного и после 
многократного гипоксического воздействия выяв
лено снижение показателя цитоза БАС, что свя

зано с высокой адгезивной способностью активи
рованных фагоцитов.

4. Многократная гипоксическая нагрузка га 
зовой смесью, содержащей 10 % 0 2, увеличивает 
в БАС крыс Wistar  процентное содержание нейтро
филов, эпителия и лимфоцитов, а также сти
мулирует поглотительную способность фагоцитов 
легких.
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S P E C IF IC  F E A T U R E S  O F M A C R O P H A G E A L  R E A C T IO N  IN  SO M E  G R A N U L O M A T O U S
L U N G  D IS E A S E S .

V. V. Erokhin, L. N. Lepekha, L. E. Gedymin, G. M. Nikolaeva.

S u m m a r y

Biopsy m a te ria l an d  b ro n c h o -a lv e o la r  lavage from  146 pa tien ts  w ith d issem inated  tubercu losis , 
104 —  w ith  sarco idosis an d  36 p a tien ts  w ith  a llerg ic  alveolitis w ere  used  to  assess h e te ro g en ity  
of m a c ro p h ag e a l e lem en ts an d  to  rev e a l p ecu lia ritie s  o f m acro p h ag ea l rea c tio n  o f th e  lungs tak ing  
in to  a c c o u n t th e  stage of d isease. D a ta  a re  o f p rac tica l im p o rta n ce  fo r  d iffe ren tia l d iagnostics 
of h isto log ically  sim ilar g ran u lo m ato u s  lung  diseases.

Р е з ю м е
Н а м атер и ал е  легоч н ы х  б и оп татов  и брон хо ал ьв ео л яр н о го  л ав аж а , полученны х от 

146 больн ы х  д и ссем и н и р о в ан н ы м  туб ерк улезом , 104 больны х саркоид озом , 36 больн ы х э к з о 
генны м  аллерги ч ески м  альвеоли том , д а н а  о ц ен к а  гетероген н ости  м ак р о ф агал ь н ы х  элем ен -


