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Ингаляционное введение ретиноидов в составе липосом уменьшает 

интенсивность протеолитических процессов в легких новорожденных морских 
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Респираторный дистресс-синдром (РДС) — одна из серьезных проблем, с 

которой приходится сталкиваться врачам, выхаживающим недоношенных 

младенцев, рожденных на сроке менее 37 недель беременности. Незрелость 

легочной ткани требует проведения искусственной вентиляции легких (ИВЛ) [2]. 

Использование ИВЛ и высоких концентраций кислорода на фоне незрелости 

антиоксидантной системы новорожденных и дефицита сурфактанта приводит к 

микроциркуляторным нарушениям в легочной ткани, формированию 

воспалительной реакции и фиброзированию пораженных участков легких. В 

результате использования ИВЛ у 16-40% новорожденных развивается 

бронхолёгочная дисплазия (БЛД) [3]. Эффективные способы предотвращения 

развития БЛД в настоящее время отсутствуют, в связи с этим актуальной задачей 

является изучение возможности коррекции метаболических нарушений в легких, 

вызванных гипероксией.   

Витамин А играет важную роль в процессах развития и репарации легких. 

Помимо антиоксидантного действия, ретиноиды принимают участие в развитии 

иммунологического и воспалительного ответа за счет регуляции синтеза 

цитокинов и факторов роста на уровне транскрипции [4].  Энтеральное введение 

витамина А для профилактики БЛД у недоношенных оказалось не эффективным 

[6]. При внутримышечном введении высоких доз витамина А новорожденным с 

экстремально низкой массой тела при рождении было отмечено некоторое 

уменьшение частоты развития БЛД и процента смертельных случаев [1]. 

Одним из способов, повышающим эффективность препаратов, считается 

их включение в липосомы, что облегчает проникновение веществ в клетки и 

увеличивает продолжительность их действия. При заболеваниях легких 

липосомы могут быть эффективным средством доставки веществ к клеткам 

альвеолярного эпителия. Ингаляционное введение ретиноидов ранее не 

применялось.  

Цель настоящего исследования: изучить влияние ретиноидов, включенных 

в состав липосом на содержание коллагена, нейтрофильной эластазы и 

активность альфа1-протеиназного ингибитора в легких новорожденных морских 

свинок в динамике гипероксии. 

Материалы и методы: в эксперименте использовали новорожденных 

морских свинок, которые находились на стандартном рационе вивария УО 

«БГМУ».  

Были сформированы четыре группы наблюдения: «контроль», «контроль 

+ ретиноиды», «гипероксия», «гипероксия + ретиноиды». Животных опытных 

групп в течение суток после рождения помещали в плексигласовую камеру, в 

которой в течение всего времени инкубации поддерживали концентрацию 

кислорода не менее 70%. Длительность наблюдения составляла 3 и 14 суток. 

Контрольные животные в течение такого же периода времени дышали обычным 

воздухом. В каждой экспериментальной группе находилось 4-5 животных. 
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Для ингаляционного введения препарата использовали компрессорный 

небулайзер Comp Air (NE-C28-E, Omron, Китай). Ингаляции проводили 1 раз в 

два дня, всего дважды в течение 3 суток и 7 раз в течение 14 суток воздействия 

гипероксии.  

Для ингаляций использовали свежеприготовленную смесь 

мультиламеллярных липосом, содержащих ретинол (6 мг/кг), ретиноевую 

кислоту (0,6 мг/кг), ДПФХ (45 мг/кг) и натрий-фосфатный буфер (0,1 моль/л) с 

ЭДТА (0,1 ммоль/л), рН=7,4. 

По окончании эксперимента животных наркотизировали (тиопентал 

натрия 15 мг/кг интраперитонеально) и получали материал для исследования не 

ранее чем через 22 часа после последнего введения препарата. 

В качестве материала для исследования использовали гомогенат легких.  

Содержание нейтрофильной эластазы определяли методом 

твердофазного иммуноферментного анализа (ELISA) с использованием набора 

реагентов фирмы USCN Life Science Inc. (Китай). Содержание эластазы в 

гомогенатах выражали в пг/мг белка/г ткани. 

Активность альфа1-протеиназного ингибитора (А1-ПИ) определяли 

спектрофотометрическим методом, предложенным В.Ф. Нартиковой и Т.С. 

Пасхиной. Метод основан на торможении аргинин-эстеразной активности 

трипсина с использованием N-α-бензоил-L-аргинин-этилового эфира (БАЭЭ) в 

качестве субстрата. Активность А1-ПИ выражали в ингибиторных единицах 

(мИЕ/мг белка/г ткани). 

Для определения содержания коллагена в гомогенатах легких 

использовали метод 24-часовой экстракции его кислыми растворителями после 

предварительного удаления примесей растворимых неколлагеновых белков. 

Содержание коллагена в гомогенатах выражали в мкг/г ткани/сутки. 

Статистическую обработку данных проводили с использованием пакета 

программ Statistica 8,0. Сравнение выборок, распределение которых было 

отличным от нормального, проводили при помощи непараметрического 

критерия Манна-Уитни (U-тест). 

Результаты исследования. Кратковременное (3 суток) воздействие 

гипероксии не оказало влияния на содержание нейтрофильной эластазы в легких 

новорожденных животных (результаты представлены в таблице). 

Повреждающий эффект эластазы в тканях может сдерживаться рядом 

ингибиторов, главным из которых является А1-ПИ. Активность А1-ПИ в легких 

была достоверно повышена в 1,8 раза (р<0,05) по сравнению с контролем через 

3 суток после воздействия гипероксии, что, вероятно, и препятствовало 

увеличению содержания эластазы в ткани легкого.  

При увеличении продолжительности воздействия высоких концентраций 

кислорода до 14 суток активность А1-ПИ оставалась высокой, но не увеличилась 

по сравнению с группой животных, которые подвергались непродолжительной 

гипероксии (3 суток). Содержание эластазы в легких животных в эти сроки 

достоверно увеличилось и превысило контрольные значения в 3 раза (р<0,05).  
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Полученные результаты свидетельствуют, что усиление активности А1-

ПИ оказалось эффективным только при непродолжительном воздействии 

гипероксии (3 суток). При увеличении сроков гипероксии до 14 суток 

увеличение активности А1-ПИ не оказало должного сдерживающего эффекта, в 

результате чего возросло содержание нейтрофильной эластазы в легких. Можно 

предполагать наличие нескольких механизмов, сдерживающих увеличение 

активности А1-ПИ в легких при длительном воздействии высоких концентраций 

кислорода. Во-первых, данный ингибитор является чувствительным к 

окислительному повреждению, так как в его активном центре присутствует 

метионин, способный окисляться с образованием метионин сульфоксида, что 

приводит к инактивации фермента. Как известно из литературы, в условиях 

гипероксии окислительная модификация белков усиливается. Этому 

способствует усиление продукции активных форм кислорода.  Другой причиной, 

может быть протеолитическое расщепление молекул А1-ПИ, так как в зоне 

воспаления увеличивается активность металло- и сериновых протеаз, которые 

продуцируются нейтрофилами и макрофагами в легких. Недостаточность 

ингибиторов протеаз в легких может быть не только причиной развития 

деструктивных процессов, характерных для бронхолегочной дисплазии, но и 

определять течение и прогноз данного заболевания в целом.  

 

Таблица. - Влияние ретиноидов в составе липосом на активность альфа1-

протеиназного ингибитора, содержание нейтрофильной эластазы и коллагена в 

легких новорожденных морских свинок в условиях гипероксии 

Показатель Группа Без коррекции + Ретиноиды  

А1-ПИ, 

мИЕ/мг 

белка/г ткани 

3 

суток 

контроль 17,0 

(6,4 – 28,3) 

9,9 

(8,8 – 10,7) 

гипероксия 30,9 

(10,5 – 47,1)* 

27,8 

(19,5 – 38,2) 

14 

суток 

контроль  12,4 

(6,3 – 28,3) 

9,1 

(8,5 – 11,7) 

гипероксия 22,1 

(14,3 – 37,2)* 

31,1 

(17,5 – 35,3)* 

Эластаза, 

пг/мг белка/г 

ткани 

3  

суток 

контроль 10,4 

(9,5 – 15,4) 

12,4 

(9,4 – 14,3) 

гипероксия 8,7 

(5,7 – 17,2) 

9,1 

(8,2 – 13,5) 

14 

суток 

контроль  13,5 

(10,2 – 19,2) 

7,9 

(6,3 – 9,4)* 

гипероксия 40,1 

(22,0 – 63,4)* 

8,4 

(5,6 – 13,7)^ 

Коллаген, 

мкг/г 

ткани/24часа 

3  

суток 

контроль  501,6 

(451,1 – 593,5) 

597,1 

(496,3 – 723,5) 

гипероксия 633,9 544,7 
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(564,9 – 809,4)* (461,7 – 587,5) 

14 

суток 

контроль  512,8 

(443,2 – 563,5) 

558,6 

(460,5 – 658,9) 

гипероксия 364,9 

(242,9 – 453,3)* 

878,3 

(728,4 – 904,3)*^ 

Примечание – здесь и далее в таблицах: * - р<0,05 по сравнению с 

соответствующей группой «контроль без коррекции», ^ - р<0,05 по сравнению с 

соответствующей группой «гипероксия без коррекции». 

 

Повреждения в системе протеазы-антипротеазы должно отражать наличие 

повреждений в белковых структурах легких в условиях гипероксии.  

Для подтверждения мы определили содержание коллагена, который 

является основной мишенью для эластазы. Полученные данные показали, что на 

14-е сутки содержание коллагена в легких опытных животных уменьшилось в 

1,4 раза (р<0,05).  

Введение ретиноидов в группе «гипероксия 14 суток» не привело к 

достоверному увеличению активности А1-ПИ по сравнению с группой 

«гипероксия 14 суток», однако этот показатель был повышен более чем в 2 раза 

(р<0,05) по сравнению с группой  «контроль».  Также уменьшилось содержание 

нейтрофильной эластазы в 4,5 раза (р<0,05) в ткани легких новорожденных 

морских свинок, подвергшихся воздействию  длительной гипероксии. 

Восстановление баланса в системе «протеазы-антипротеазы» должно 

предотвращать деструктивные повреждения легочной ткани. Подтверждением 

этому является выявленное нами увеличение содержания коллагена в гомогенате 

легкого более чем в 2,5 раза (р<0,05) по сравнению с группой «гипероксия 14 

суток». 

Противовоспалительное действие витамина А связывают с регуляцией 

продукции провоспалительных медиаторов и хемокинов [4].  По нашим данным 

ретиноиды не оказали выраженного на активность А1-ПИ, однако, в целом 

соотношение «эластаза/А1-ПИ» уменьшалось, при этом увеличивалось 

содержание коллагена в легких.  Можно заключить, что при введении витамина 

А происходит подавление протеолитических процессов в легких. Кроме того, 

известно, что ретиноиды являются индукторами синтеза эластина и коллагена 

[5]. Этим может объясняться тот факт, что уровень коллагена у опытных 

животных с коррекцией ретиноидами был выше, чем у контрольных животных.   

Таким образом, ингаляционное введение ретиноидов в составе липосом 

уменьшает интенсивность протеолитических процессов в легких 

новорожденных морских свинок в условиях длительной гипероксии за счет 

уменьшения соотношения «протеазы/антипротеазы» и увеличения уровня 

коллагена в легких. 
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