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Резюме. Введение. Цитокины играют важную роль в качестве сигнальных молекул, которые иници-
ируют, усиливают и закрепляют воспалительную реакцию в патогенезе острого респираторного ди-
стресс-синдрома. Цели исследования – в рамках модели на крысах выявить наиболее показательные 
для описанной патологии иммуногистохимические маркеры и области их исследования, установить 
оптимальный возраст животных для индукции острого респираторного дистресс-синдрома.
Материалы и методы. Проведено гистологическое и иммуногистохимическое исследование срезов 
легких крыс интактных групп и групп с липополисахарид-индуцированной моделью патологии в трех 
областях – слизистой оболочки бронхов, консолидации легкого и неизмененной паренхимы. И ин-
тактная группа, и группа с моделью патологии были представлены в двух возрастных категориях. 
Сравнивали микроскопическую картину, количество бокаловидных клеток, выраженность иммуно-
гистохимической реакции на IL-1β, IL-6, TNF-α, Ki-67 и CD31. 
Результаты. В обеих группах с моделированием патологии установлено заметное увеличение коли-
чества бокаловидных клеток. Базальные уровни IL-1β и пролиферативная активность в легких воз-
растают к 8–10-недельному возрасту по сравнению с возрастом 4–6 недель, а площадь капиллярной 
сети, напротив, снижается. В группе со сформированной патологией наблюдали возрастание уровня 
IL-1β у животных в возрасте 4–6 недель во всех исследуемых областях, а у животных в возрасте 
8–10 недель только в области неизмененной паренхимы. Относительная плотность капиллярной сети 
легких снизилась в группе с моделированием патологии в возрасте 4–6 недель. 
Заключение. В качестве иммуногистохимических маркеров выраженности острого респираторного 
дистресс-синдрома на 4-й день развития патологии можно рекомендовать IL-1β как воспалительный 
цитокин и CD31 как эндотелиальный маркер, отражающий изменения плотности сосудистой сети. 
Возраст животных 4–6 недель в ходе этого исследования оказался более стабильным в отношении 
изменения маркеров и, на наш взгляд, является предпочтительным.
Ключевые слова: IL-1β, TNF-α, Ki-67, CD31, респираторный дистресс-синдром, липополисахарид, 
легкие
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Evaluation of the expression of endothelial and some inflammation 
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Abstract. Introduction. In the pathogenesis of acute respiratory distress syndrome (ARDS), signaling mo-
lecules such as cytokines play an important role in initiating, enhancing, and consolidating the inflammatory 
response. We aimed to identify the most indicative immunohistochemical markers for ARDS and the areas 
of studying them and to establish the optimal age of animals (i.e., rats) for ARDS induction.
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Введение
Острый респираторный дистресс-синдром (ОРДС) – 

это синдром дыхательной недостаточности, в основе 
которого лежит остро возникающее диффузное вос-
палительное поражение легких, развивающееся как 
неспецифическая реакция на различные прямые и си-
стемные повреждающие факторы [1, 2]. ОРДС харак-
теризуется острой экссудативной фазой, сочетающей 
диффузное повреждение альвеол и отек легких, за кото-
рой следует более поздняя фибропролиферативная фаза. 

Во время острой экссудативной фазы происходит 
активация моноцитов и макрофагов. Эта активация 
стимулирует высвобождение первой волны цитоки-
нового сигнала: фактора некроза опухоли-α (TNF-α) 
и интерлейкина-1β (IL-1β). Эти ключевые цитокины 
воздействуют на лейкоциты и иные типы клеток, ини-
циируют каскад вторичных цитокинов и высвобождают 
другие растворимые медиаторы [3]. Активация нейтро-
филов приводит к повреждению эндотелия капилляров 
и эпителия альвеол. В результате транссудат проникает 
в легочную паренхиму и альвеолярное пространство, 
что приводит к нарушению газообмена. Последующее 
разведение сурфактантных белков вызывает альвеоляр-
ный коллапс и снижение эластичности легких. 

При прогрессировании патологического процесса 
начинает развиваться фибропролиферативная фаза, 
характеризующаяся диффузным фиброзом и облите-
рацией альвеолярных пространств [4].

Важную роль в патогенезе ОРДС играют цитоки-
ны. Двумя наиболее важными цитокинами раннего 
реагирования являются TNF-α и IL-1β [5]. TNFα сти-
мулирует хемотаксис, активацию нейтрофилов, инду-
цирует апоптоз, способствует развитию отека. IL-1β 
индуцирует рекрутирование и активацию нейтрофи-

лов, увеличивает проницаемость сосудов [6, 7]. Еще 
один важный цитокин, IL-6, продуцируется широким 
спектром клеток в ответ на стимуляцию эндотоксина-
ми, IL-1β, TNF-α. Он имеет решающее значение для 
дифференцировки цитотоксических Т-клеток, функции 
макрофагов, продукции белков острой фазы [6]. Также 
важную роль в развитии ОРДС играет реакция эндоте-
лиальных клеток на высвободившиеся цитокины [8, 9]. 

Мы в своей работе изучали выраженность имму-
ногистохимической реакции на воспалительные ци-
токины IL-1β, IL-6, TNF-α, маркера эндотелиальных 
клеток CD31 и пролиферативного маркера Ki-67 в тка-
нях интактных крыс и крыс со сформированным ОРДС 
разного возраста. 

Цель исследования – установить оптимальный воз-
раст животных для индукции ОРДС и локализацию из-
менений иммуногистохимической реакции на IL-1β, 
IL-6, TNF-α, CD31 и Ki-67.

Материалы и методы
В исследовании использовали самок крыс Вистар 

двух возрастных групп – 4–6 недель (n=20) и 8–10 не-
дель (n=20) (питомник НПО «ДОМ ФАРМАЦИИ»). 
В каждой возрастной группе животных распределяли 
по 10 голов в интактную группу и в группу, у которой 
моделировали ОРДС (табл. 1). Расчет объема выборки 
проведен на основании метода уравнения ресурсов [10].

Животных содержали в соответствии с директи-
вой 2010/63/EU Европейского парламента и Совета 
Европейского союза от 22 сентября 2010 года по охране 
животных, используемых в научных целях. Данное ис-
следование было рассмотрено биоэтической комиссией 
НПО «ДОМ ФАРМАЦИИ» и одобрено для проведения 
биоэтической комиссией (БЭК 1.17/22 от 29.04.2022).

Materials and methods. We conducted a histological and immunohistochemical study of rats’ lung sections 
in two intact groups and two groups with a lipopolysaccharide-induced model of ARDS in three areas: 
bronchial epithelium, lung consolidation, and unchanged parenchyma. The rats were also divided into two 
age groups. We compared a microscopic appearance, the number of goblet cells, and immunohistochemical 
expression of IL-1β, IL-6, TNF-α, Ki-67, and CD31.
Results. Both groups saw a significant increase in the number of goblet cells. At 8–10 weeks of age, the rats 
developed increased basal levels of IL-1β and proliferative activity in the lungs; the area of the capillary 
network decreased. In the experimental groups, the animals aged 4–6 weeks showed an increase in the level 
of IL-1β in all lung areas; however, in the animals aged 8–10 weeks, we observed this growth only in the 
area of unchanged parenchyma. The relative density of the capillary lung network decreased in the ARDS 
group aged 4–6 weeks.
Conclusion. We would recommend IL-1β as an inflammatory cytokine and CD31 as endothelial marker, 
which reflects changes in vascular density, as immunohistochemical markers of ARDS severity on day 4 of 
its development. Marker changes are more stable in the 4–6-week-old animals.
Keywords: IL-1b, TNF-α, Ki-67, CD31, respiratory distress syndrome, lipopolysaccharide, lung 
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Животным, входящим в группы с модельной пато-
логией ОРДС, вводили индуктор патологии липополи-
сахарид (ЛПС), выделенный из E. сoli штамм О111:B4 
(Sigma-Aldrich, США), однократно эндотрахеально 
в объеме 2 мл/кг, приготовленный в физиологическом 
растворе, без применения наркоза. Животные интакт-
ной группы индуктор патологии не получали.

Все животные были выведены из эксперимента на 
4-й день (72 часа после введения индуктора патологии). 
Вывод из эксперимента осуществлялся посредством 
введения пропофола в дозе 60–80 мг/кг с последую-
щим извлечением легких для патоморфологического 
исследования.

Для гистологического и иммуногистохимическо-
го исследования отобранные образцы легких фикси-
ровали в 10% формалине и подвергали стандартной 
гистологической проводке. Из парафиновых блоков 
изготавливали срезы толщиной 3–5 мкм. Срезы для 
гистологического и гистохимического исследования 
депарафинизировали, затем промывали в дистиллиро-
ванной воде и окрашивали гематоксилином и эозином, 
а также альциановым синим.

Для иммуногистохимического исследования в ка-
честве первичных антител использовали кроличьи 
поликлональные антитела к IL-1β в разведении 1:100 
(Abcam, США) и кроличьи моноклональные антитела 
к IL-6 в разведении 1:200 (Huabio, Китай) с экспозици-
ей 1 час, кроличьи поликлональные антитела к Ki-67 
в разведении 1:750 (Abcam, США) с экспозицией 
1,5 часа, кроличьи поликлональные антитела к TNF-α 
(MyBioSource, США) в разведении 1:150, кроличьи 
моноклональные антитела к CD31 в разведении 1:1000 
(Abcam, США) с экспозицией 2 часа. В качестве си-
стемы визуализации для первичных антител была ис-
пользована полимерная система детекции PrimeVision 
(«ПраймБиоМед», Россия). Для маркеров CD31 и Ki-67 
проводили докрашивание в гематоксилине в течение 
10 секунд для дальнейшей визуализации ядер.

Специфичность окрашивания предварительно про-
веряли, окрашивая контрольные ткани. Для IL-1β и IL-6 

в качестве контрольной ткани использовали срез лим-
фатического узла крысы (лимфоидные клетки – поло-
жительный контроль антигена, клетки эндотелия и кап-
сулы лимфоузла – отрицательный конт роль антигена). 
Для TNF-α в качестве контрольной ткани использовали 
срез легкого крысы (лимфоидные клетки – положи-
тельный контроль антигена, эндотелиоциты – отри-
цательный контроль антигена). Для Ki-67 в качестве 
контрольной ткани использовали срез аденокарциномы 
молочной железы человека (опухолевые клетки – по-
ложительный контроль антигена) и печени крысы (ге-
патоциты – отрицательный контроль антигена). Для 
CD-31 в качестве контрольной ткани использовали 
срез почки крысы (эндотелиоциты клубочков – поло-
жительный контроль антигена, соединительная ткань 
капсулы почки – отрицательный контроль антигена). 
Все используемые нами антитела продемонстрировали 
специфичное окрашивание на соответствующих тка-
нях. Наряду с этим для каждой окраски делали допол-
нительный срез легкого с экспериментального блока 
для постановки отрицательного контроля реагентов.

Морфологический анализ проводили при помо-
щи светооптического микроскопа «Микромед-3» 
(U3) (Россия) при ×50, ×100, ×200 и ×400. Микро-
фотографирование проводили при помощи цифровой 
фотокамеры TOUPCAM UCMOS05100KPA (ToupTek, 
КНР) и программного обеспечения ToupView 3.7.7892. 

При исследовании срезов, окрашенных гематокси-
лином и эозином, проводили оценку микроскопиче-
ских изменений и устанавливали факт развития ОРДС. 
Также проводили количественную оценку бокаловид-
ных клеток в бронхах среднего калибра на стеклах, 
окрашенных альциановым синим. 

Для маркеров TNF-α, IL-1β морфометрический ана-
лиз осуществляли в трех областях – слизистой оболочки 
бронхов, очагов консолидации легкого и неизмененной 
паренхимы легкого на периферии очага консолидации. 
Подсчет вели в трех полях зрения для каждой области 
при ×400. Среднее из трех значений было представлено 
как количественные данные образца. 

Таблица 1 | Table 1
Характеристика экспериментальных групп | Description of the experimental groups

Номер группы | 
Group number

Возраст, группа |
Age, group

Число животных 
в группе | Number  

of animals in the group

Масса  
животных, г | 

Animals’ weight, g

Исследуемые 
объекты | Studied 

objects

Доза ЛПС, 
мг/кг | LPS 
dose, mg/kg

1 4–6 недель, контроль | 
4–6 weeks, control 10 100–150

– 0
2 8–10 недель, контроль 

| 8–10 weeks, control 10 200–260

3 4–6 недель, ОРДС | 
4–6 weeks, ARDS 10 100–150

Индуктор патологии 
ЛПС | ARDS inducer 15

4 8–10 недель, ОРДС | 
8–10 weeks, ARDS 10 200–260
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Подсчитывали процент площади положительно 
окрашенной ткани относительно всей площади тка-
ни в полях зрения путем деления числа положительно 
окрашенных пикселей на общее число пикселей, содер-
жащихся в образце ткани. Полученные данные рассмат-
ривали как количественное отражение концентрации 
цитокина в исследуемой области. Вычисление числа 
пикселей проводили на микрофотографиях выбранных 
полей с использованием программного обеспечения 
QuPath-0.3.2.

Для маркеров CD31 и Ki-67 морфометрический ана-
лиз осуществлялся в рандомно выбранных областях. 
Подсчет вели в пяти полях зрения при ×400.

Для Ki-67 вычисляли индекс пролиферации по сле-
дующей формуле:

IKi-67= N+

S  × 1 000 000,

где IKi-67 – индекс пролиферации, N+ – количество по-
ложительно окрашенных на Ki-67 клеток, S – общая 
площадь ткани в поле зрения, выраженная в пикселях.

Индекс умножали на 1 000 000 для удобства пред-
ставления данных. Количество положительно окрашен-
ных клеток считали вручную. Для маркера CD31 счи-
тали процент площади капиллярной сети относительно 
площади ткани путем деления числа положительно 
окрашенных пикселей на общее число пикселей, со-
держащихся в образце. 

Данные о содержании IL-6 исключены из исследо-
вания вследствие технической ошибки при проведении 
иммуногистохимической реакции на некоторых стек-
лах и как следствие невозможности получения полных 
данных от всех животных.

Данные проверяли на соответствие закону нормаль-
ного распределения с помощью критерия Шапиро–
Уилка. В случае нормального распределения рассчи-
тывали среднее значение (M) и стандартную ошибку 
среднего (SEM). При несоответствии данных закону 
нормального распределения рассчитывали медиану 
(Me) и квартильный размах (Q1; Q3).

Для оценки независимых данных с признаками нор-
мального распределения (количество бокаловидных 
клеток) использовали однофакторный дисперсионный 
анализ (One-way ANOVA). В случае обнаружения до-
стоверного влияния исследуемого фактора последую-
щие межгрупповые сравнения (post hoc analysis) про-
водили с использованием критерия Тьюки.

Для анализа данных, не подчиняющихся закону 
нормального распределения (уровни иммуногистохи-
мической экспрессии IL-1β, TNF-α, Ki-67 и CD31), ис-
пользовали критерий Манна–Уитни, сравнивая попар-
но группы 1 и 3 и группы 2 и 4. Различия определяли 
при уровне значимости р≤0,05.

Статистический анализ выполняли с помощью ли-
цензированного программного обеспечения GraphPad-
Prism 9.1.1.

Результаты 
При исследовании срезов, окрашенных гематокси-

лином и эозином и альциановым синим, установлен 
факт формирования патологии на основании обнаруже-
ния следующих признаков в группах с моделированием 
ОРДС (группы 3 и 4): очаги умеренной и выраженной 
лейкоцитарной, преимущественно нейтрофильной, ин-
фильтрации, скопление нейтрофильных гранулоцитов 
в просвете средних и крупных бронхов, очаги некроза, 
наличие гиалиновых мембран (рис. 1 A). Также наблю-
дались признаки отека, кровоизлияний и очаги консо-
лидации (ателектаза) легких. Три последних признака 
выявили и в контрольной группе, в менее выраженной 
степени.

При исследовании срезов, окрашенных альциано-
вым синим, установлено заметное увеличение количе-
ства бокаловидных клеток в группах с моделированием 
ОРДС (табл. 2). Возрастные отличия в количестве бо-
каловидных клеток не выявлены.

При оценке срезов, подвергнутых иммуногисто-
химическому окрашиванию на IL-1β, IL-6, TNF-α, 
наблюдали положительное окрашивание цитоплаз-
мы эпителиальных клеток и цитоплазмы иммунных 
клеток, инфильтрирующих паренхиму легкого и на-
ходящихся в просвете альвеол, а также положительное 
окрашивание межклеточного вещества (рис. 1 B–D). 
При исследовании слизистой оболочки бронхов, окра-
шенных на IL-1β, наблюдали также участки ядерного 
положительного окрашивания эпителиальных клеток. 
В срезах, окрашенных на CD31, отметили положитель-
ное мембранное и цитоплазматическое окрашивание 
эндотелиоцитов (рис. 1 E), а в срезах, окрашенных на 
Ki-67, – ядерное положительное окрашивание иммун-
ных клеток и альвеолоцитов (рис. 1 F). 

При сравнении данных по базальной иммуногисто-
химической реакции на IL-1β, полученных из одина-
ковых областей контрольных групп разного возраста 
(группы 1 и 2), отмечено, что ее уровни в легких возрас-
тают к 8–10-недельному возрасту по сравнению с воз-
растом 4–6 недель (рис. 2). Статистически значимое 
увеличение обнаруживается при исследовании сли-
зистой оболочки бронхов. При исследовании неизме-
ненных областей паренхимы и области консолидации 
тенденция к увеличению сохраняется, однако в данном 
исследовании различия оказались статистически незна-
чимыми. Также в контрольных группах к 8–10-недель-
ному возрасту наблюдалась тенденция к возрастанию 
индекса пролиферации Ki-67. Относительная площадь 
капиллярной сети легких (CD31-положительно окра-
шенная площадь), напротив, достоверно уменьшалась 
(рис. 3). Сравнение выраженности иммуногистохими-
ческой реакции на TNF-α не выявило статистически 
значимых различий между контрольными группами 
разного возраста (группы 1 и 2), однако, как и в случае 
с IL-1β, наблюдалась тенденция к увеличению имму-
ногистохимической реакции на маркер у животных 
в возрасте 8–10 недель. 
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Рис. 1.  Репрезентативные изображения результатов гистологического (A) и иммуногистохимического (B–F) исследований. 
 A – гиалиновые мембраны, выстилающие альвеолы (черные стрелки), нейтрофилы в просвете альвеол 

и инфильтрирующие паренхиму легкого (белая стрелка), отек (звездочка). Окраска гематоксилином и эозином, ×400. 
B, C, D – положительное окрашивание эпителиальных клеток (черные стрелки), иммунных клеток (белые стрелки) 
и положительное окрашивание межклеточного вещества (звездочки). ИГХ исследование с антителами IL-1β (B),  
IL-6 (C), TNF-α (D), ×200. E – положительное окрашивание эндотелиоцитов (стрелка). ИГХ исследование с антителами 
CD31 и докрашивание гематоксилином, ×400. F – положительное окрашивание ядер (стрелка). ИГХ исследование 
с антителами Ki-67, докрашивание гематоксилином, ×400

Fig. 1.  The results of histological (A) and immunohistochemical (B–F) assays. 
 A – hyaline membranes lining the alveoli (black arrows), neutrophils located in the alveolar lumen and infiltrating the lung 

parenchyma (white arrow), edema (asterisk). H&E stain, ×400. B, C, D – positive staining of epithelial cells (black arrows), 
immune cells (white arrows), the intercellular substance (asterisks). IHC assay with antibodies to IL-1β (B), IL-6 (C), TNF-α (D), 
×200. E – positive staining of endothelial cells (arrow). IHC assay with antibodies to CD31 and additional hematoxylin stain, 
×400. F – positive staining of nuclei (arrow). IHC assay with antibodies to Ki-67 and additional hematoxylin stain, ×400

*

*

*

*
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Таблица 2 | Table 2 
Результаты исследования количества бокаловидных клеток через 72 часа после моделирования патологии |  

Results of studying the number of goblet cells 72 hours after modeling the pathology

Изучаемый параметр |
Studied parameter

Группа 1|
Group 1

Группа 3 |
Group 3

Группа 2 |
Group 2

Группа 4 |
Group 4

4–6 недель,  
контроль |  

4–6 weeks, control

4–6 недель, ОРДС 
| 4–6 weeks, ARDS

8–10 недель, 
контроль | 

8–10 weeks, control

8–10 недель, ОРДС |  
8–10 weeks, ARDS

Масса животных, г | Animals’ weight, g
М±SEM

148±2 259±3

Число измерений, n | Measurement number, n 10 10 10 10

Бокаловидные клетки, штук на 500 мкм, A | 
Goblet cells, unit per 500 µm, A
М±SEM

4,7±0,56 38,9±4,68 B 5,5±1,19 43,7±5,12 C

1 A – данные соответствовали закону нормального распределения. Однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) выявил 
влияние фактора «группа» на показатель «Бокаловидные клетки» (p<0,05; примечания 2 и 3);
2 B – статистически значимые отличия группы 3, получившей ЛПС в дозе 15 мг/кг, в сравнении с группой 1 (критерий Тьюки, 
p=0,00016);
3 C – статистически значимые отличия группы 4, получившей ЛПС в дозе 15 мг/кг, в сравнении с группой 2 (критерий Тьюки, 
p=0,00016)

1. A – The data conformed to the normal distribution law. One-way analysis of variance (ANOVA) revealed the influence of the factor 
“group” on the indicator “Goblet cells” (p<0.05; see notes 2 and 3);
2. B – Statistically significant differences in group 3, which received LPS at a dose of 15 mg/kg, compared to group 1 (Tukey’s test, 
p=0.00016);
3. C – Statistically significant differences in group 4, which received LPS at a dose of 15 mg/kg, compared to group 2 (Tukey’s test, 
p=0.00016)

Рис. 2.  Уровни иммуногистохимической экспрессии IL-1β 
в группах контроля разного возраста 

 % – площадь положительно окрашенной ткани, 
выраженная в процентах от общей площади ткани 
в срезе. Данные представлены в виде Me (IQR);  
**** – критерий Манна–Уитни, p=0,000084

Fig. 2.  Immunohistochemical expression levels of IL-1β in the 
control groups of different ages

 % – the area of positively stained tissue as a percentage  
of the total tissue area in the section. Data is presented  
as Me (IQR); **** – Mann–Whitney test, p=0.000084

Рис. 3.  Уровни иммуногистохимической экспрессии Ki-67 (A) 
и CD31 (B) в группах контроля разного возраста

 % – площадь положительно окрашенной ткани, 
выраженная в процентах от общей площади ткани 
в срезе. Данные представлены в виде Me (IQR);  
*** – критерий Манна–Уитни, p=0,0006

Fig. 3.  Immunohistochemical expression levels of Ki-67 (A) and 
CD31 (B) in the control groups of different ages

 % – the area of positively stained tissue as a percentage 
of the total tissue area in the section. Data is presented as 
Me (IQR); *** – Mann–Whitney test, p=0.0006

А B
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В группе со сформированным ОРДС у животных 
в возрасте 4–6 недель (группа 3) наблюдали увеличение 
уровня IL-1β во всех исследуемых областях (рис. 4) 
относительно группы контроля этого же возраста. 
Повышение уровня цитокина в слизистой оболочке 
бронхов и области консолидации паренхимы легких 
было статистически значимым. У животных в возрас-
те 8–10 недель повышение выраженности иммуноги-
стохимической реакции на IL-1β при моделировании 
патологии наблюдали только в области неизмененной 
паренхимы. 

Относительная плотность капиллярной сети легких 
снизилась в группе с моделированием патологии в воз-
расте 4–6 недель (рис. 5 A). При этом у групп в возрасте 
8–10 недель моделирование патологии не оказало зна-
чимого влияния (рис. 5 A). Индекс пролиферации имел 
тенденцию к возрастанию в группах с моделированием 
патологии, однако статистически значимые различия 
обнаружены не были (рис. 5 B).

Обсуждение
Результаты гистологического исследования, приве-

денные выше, позволяют сделать вывод об успешном 
моделировании патологии и о возможности интер-
претировать данные иммуногистохимического окра-
шивания в контексте влияния на него моделирования 
ОРДС.

Контрольная группа крыс в возрасте 8–10 недель 
демонстрировала более высокие базальные уровни 
иммуногистохимической реакции на воспалитель-
ные маркеры IL-1β и TNF-α, а также пролифератив-
ной активности, чем животные в возрасте 4–6 недель. 

Относительная площадь сосудистой сети легких, на-
против, снижалась с возрастом. Уровень воспалитель-
ных цитокинов ни в одной из исследуемых областей 
обеих контрольных групп не был абсолютно нулевым. 
Эти данные следует учитывать при планировании ис-
следований ОРДС и анализе результатов.

В предыдущих работах, посвященных ОРДС, при 
измерении концентраций TNF-α и IL-1β в бронхо-
альвеолярном лаваже человека методом иммунофер-
ментного анализа авторы отмечали их повышение 
в первый день после установления факта развития 
патологии [5, 11]. Тем не менее в исследовании на 
мышах [12], в котором концентрация TNF-α и IL-1β 
измерялась в гомогенате легких методом полимераз-
ной цепной реакции, изменение концентрации этих 
цитокинов не обнаружено.

В настоящей работе отмечено повышение уровней 
IL-1β при моделировании патологии, что согласуется 
с данными, полученными у человека. При этом жи-
вотные в возрасте 4–6 недель показали бóльшую чув-
ствительность к влиянию моделирования патологии 
на уровень иммуногистохимической реакции на IL-1β. 
Вероятно, это связано с более низкими базальными 

Рис. 4.  Уровни иммуногистохимической экспрессии IL-1β
 % – площадь положительно окрашенной ткани, 

выраженная в процентах от общей площади ткани 
в срезе. Данные представлены в виде Me (IQR);  
* – критерий Манна–Уитни, p=0,0320; *** – критерий 
Манна–Уитни, p<0,001

Fig. 4.  Immunohistochemical expression levels of IL-1β
 % – the area of positively stained tissue as a percentage 

of the total tissue area in the section. Data is presented 
as Me (IQR); * – Mann–Whitney test, p=0.0320;  
*** – Mann–Whitney test, p<0.001

Рис. 5.  Уровни иммуногистохимической экспрессии CD31 (A) 
и Ki-67 (B)

 % – площадь положительно окрашенной ткани, 
выраженная в процентах от общей площади ткани 
в срезе. Данные представлены в виде Me (IQR);  
**** – критерий Манна–Уитни, p<0,00001

Fig. 5.  Immunohistochemical expression levels of CD31 (A) and 
Ki-67 (B)

 % – the area of positively stained tissue as a percentage  
of the total tissue area in the section. Data is presented  
as Me (IQR); **** – Mann–Whitney test, p<0.00001

А

B



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 13  № 3  2024 77

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

уровнями данного цитокина по сравнению со стар-
шей возрастной группой. Согласно полученным нами 
данным, наиболее показательными для исследования 
являются область консолидации и слизистая оболочка 
бронхов. 

Опираясь на результаты, полученные по уровню 
TNFα, мы не можем рекомендовать этот цитокин 
как иммуногистохимический маркер выраженности 
ОРДС, индуцируемого липополисахаридом. Значимые 
изменения концентрации цитокина обнаружены не 
были.

Животные в возрасте 4–6 недель оказались также 
более чувствительны к влиянию моделирования па-
тологии на эндотелий сосудов. В данной возрастной 
группе площадь положительной на CD31 области зна-
чительно снижалась у животных со сформированным 
ОРДС. Полученные результаты демонстрируют сниже-
ние относительной плотности капиллярной сети в об-
разцах с формированием патологии, что в контексте 
нашего исследования может свидетельствовать о со-
судистом повреждении.

Кроме того, достоверные различия не обнаружены 
при исследовании пролиферативной активности в тка-
нях легких. Это может быть связано с тем, что для оценки 
изменения этого показателя использованы рандомные 
области легких. Также это может быть связано с преоб-
ладанием на этой стадии ОРДС альтеративных процес-
сов над пролиферативными. Ki-67 будет потенциально 
показательным на более поздних стадиях развития па-
тологии как один из маркеров репаративных процессов 
и фиброза. Ожидается, что изменения индекса проли-
ферации будут наблюдаться при исследовании альве-
олоцитов и миофибробластов, что послужит потенци-
альным маркером выраженности пролиферативной  
стадии. 

Заключение
Ориентируясь на результаты данного исследования, 

мы можем рекомендовать в качестве иммуногистохи-
мических маркеров выраженности острого респира-
торного дистресс-синдрома на 4-й день развития пато-
логии IL-1β как воспалительный цитокин и CD31 как 
эндотелиальный маркер. Возраст животных 4–6 недель 
по результатам этого исследования показал более ста-
бильные результаты в изменении маркеров и, на наш 
взгляд, является предпочтительным. Стоит отметить, 
что при планировании исследования с моделированием 
острого респираторного дистресс-синдрома необхо-
димо учитывать временну́ю точку забора легких для 
исследования. Полученные данные могут оказаться 
неактуальными для более ранних или поздних сроков 
течения патологии. Также при планировании иссле-
дования иммуногистохимической реакции на IL-1β 
следует обратить внимание на выбор исследуемых об-
ластей и отдавать предпочтение области паренхимы на 
периферии очага консолидации и слизистой оболочке 
бронхов. 
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