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Резюме. Цель экспериментального исследования состояла в оценке влияния 

длительной экспозиции диоксидом азота на уровень активации гипоксия-индуцируемого 

фактора и показатели цитоиммунологического профиля бронхоальвеолярной лаважной 

жидкости (БАЛЖ). Ингаляции диоксида азота (30-40 мг/м3) проводили в прерывистом 

режиме (три экспозиции в день по 30 мин с получасовым интервалом между ними) на 

протяжении 60 дней. В БАЛЖ определяли клеточный состав, содержание гипоксия-

индуцируемого фактора-1 (HIF-1α), циклооксигеназы-2 (СОХ-2), интерлейкина-17 (IL-

17), сурфактантного протеина D (SP-D). Под влиянием длительного воздействия диоксида 

азота в легких формировался стойкий воспалительный процесс, о чем свидетельствовал 

цитоиммунологический профиль БАЛЖ, и отмечалась выраженная активация гипоксия-

индуцированного фактора. Результаты исследования служат подтверждением 

существования функциональной и, возможно, взаимно регуляторной связи гипоксийного 

HIF-1α-зависимого и провоспалительного СОХ-2-зависимого сигнальных каскадов, 

которая может быть терапевтической мишенью для предотвращения прогрессирования 

воспаления и аномального ремоделирования дыхательных путей при многих 

патологических процессах, сопряженных с развитием воспалительной гипоксии. 

Ключевые слова: крысы, диоксид азота, воспаление, гипоксия-индуцируемый 

фактор, циклооксигеназа-2, интерлейкин-17, сурфактантный протеин D, легкие.  
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ACTIVATION OF HYPOXIA-INDUCIBLE FACTOR IN INFLAMMATION CAUSED 

BY PROLONGED EXPOSURE TO NITROGEN DIOXIDE 
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Petersburg, Russia. 

Abstract. The purpose of the experimental study was to assess the effect of prolonged 

exposure to nitrogen dioxide on the level of hypoxia-inducible factor activation and the 

cytoimmunological profile of bronchoalveolar lavage fluid (BALF). Nitrogen dioxide inhalations 

(30-40 mg/m3) were carried out intermittently (three exposures per day for 30 minutes with a 

half-hour interval between them) for 60 days. Cell composition, the content of hypoxia-induced 

factor-1  (HIF-1α), cyclooxygenase-2 (COX-2), interleukin-17 (IL-17), and surfactant protein 

D (SP-D) were determined in BALF. Under the influence of prolonged exposure to nitrogen 

dioxide, a persistent inflammatory process was formed in the lungs, as evidenced by the 

cytoimmunological profile of BALF, and marked activation of hypoxia-induced factor was 

noted. The results of the study confirm the existence of functional and possibly mutually 

regulatory relationship of the hypoxic HIF-1α-dependent and pro-inflammatory COX-2-

dependent signaling cascades, which can be a therapeutic target for preventing the progression of 

inflammation and abnormal airway remodeling in many pathological processes associated with 

the development of inflammatory hypoxia. 

Key words: rats, nitrogen dioxide, inflammation, hypoxia-inducible factor, 

cyclooxygenase-2, interleukin-17, surfactant protein D, lungs. 

 

Введение  

Диоксид азота и реактивные формы азота играют важную роль в развитии 

экологически обусловленных заболеваний легких, инициируя повреждение, воспаление и 

гибель клеток бронхоальвеолярного эпителия, отличающихся высокой чувствительностью 

к этому пневмотоксиканту. Микросреда в участках воспаления часто приобретает 

гипоксический характер (так называемая «воспалительная гипоксия») вследствие высокой 

метаболической потребности в кислороде мигрирующих клеток воспаления 

(нейтрофилов, моноцитов), локальной клеточной пролиферации и активации экспрессии 

множества оксигеназ [4, 6]. Основным регулятором клеточного ответа на дефицит 

кислорода считается семейство гипоксия-индуцируемого фактора (HIF), 

транскрипционная активность которого связана с экспрессией гипоксия-зависимых генов, 

многих провоспалительных факторов и генов, вовлеченных в ремоделирование 

дыхательных путей, ангиогенез и энергетический метаболизм [3, 17]. Для хронического 
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воспаления характерно усиление экспрессии индуцибельной циклооксигеназы-2 (СОХ-2) 

– фермента, катализирующего превращение арахидоновой кислоты в провоспалительный 

простагландин E2. Высказывается предположение о функциональной связи HIF-1α- и 

СОХ-2-сигнальных каскадов, обеспечивающих интеграцию воспалительных и 

гипоксических регуляторных механизмов в патогенезе заболеваний дыхательных путей [5, 

8].  

Цель исследования: оценить влияние длительной экспозиции диоксидом азота на 

уровень активации гипоксия-индуцируемого фактора и показатели воспалительного 

цитоиммуноферментного профиля бронхоальвеолярной лаважной жидкости. 

Материалы и методы 

Опыты выполнены на крысах-самцах линии Вистар массой 150-170 г разводки 

питомника лабораторных животных «Рапполово» РАН. Исследования проводились в 

соответствии с приказом МЗСР РФ № 708н от 23.08.10 «Об утверждении правил 

лабораторной практики». Животных помещали в камеру, которая соединялась с 

лабораторной установкой для получения ex temporae диоксида азота. Концентрация 

диоксида азота определялась колориметрическим методом и составляла 30-40 мг/м3. 

Ингаляции диоксида азота проводили в прерывистом режиме (три экспозиции в день по 

30 мин с получасовым интервалом между ними) на протяжении 60 дней. Крысы 

контрольной группы помещались в такую же камеру, заполненную воздухом. Эвтаназию 

осуществляли путем цервикальной дислокации.  

Бронхоальвеолярный лаваж выполняли на изолированных легких стерильным 

физиологическим раствором (35-37 °C). Лаважную жидкость собирали в 

силиконированные пробирки, после центрифугирования определяли общее и 

дифференциальное содержание клеток в 1,0 мл. В пробах бронхоальвеолярной лаважной 

жидкости (БАЛЖ) определяли содержание гипоксия-индуцированного фактора-1 (HIF-

1α), СОХ-2, интерлейкина-17 (IL-17) и сурфактантного протеина D (SP-D) методом 

иммуноферментного анализа ELISA с использованием видоспецифичных коммерческих 

тест-систем фирмы Cusabio Biotech (Китай). Для гистологических исследований легкие 

расправляли введением через трахею 10 % раствора формальдегида. Материал заключали 

в парафин, срезы толщиной 5-7 мкм красили гематоксилином-эозином и по ван-Гизону. 

Статистическую обработку выполняли с помощью пакета программ Statistica 6.0 

(Windows) с применением критерия достоверности Стьюдента. Количественные данные 

представляли как среднее ± ошибка среднего (М ± m). Статистически значимыми считали 

различия при р<0,05. 
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Результаты и обсуждение 

Вдыхание пневмотоксиканта диоксида азота, являющегося важным компонентом 

сигаретного дыма, активирует эпителиальные клетки бронхов, либо непосредственно 

воздействуя на рецепторы распознавания, такие как Toll-подобные рецепторы, либо 

опосредовано через выделение молекулярных паттернов, ассоциированных с 

повреждением (DAMP) [10]. Активированные бронхиальные эпителиоциты реализуют 

провоспалительные цитокины и хемокины, которые рекрутируют в бронхоальвеолярное 

пространство клетки воспаления. После 60-дневной экспозиции диоксидом азота 

содержание в БАЛЖ нейтрофилов составило 25,8 ± 6,2 %, что в 4,3 раза превышало 

значение контрольной группы 5,2 ± 0,5 % (р<0,05). Содержание лимфоцитов в БАЛЖ 

превышало значения в контрольной группе в 1,8 раза (16,5 ± 2,1 %  против 9,1 ± 1,9 %, 

р<0,05). Отмеченные изменения цитологического профиля БАЛЖ свидетельствовали о 

прогрессирующем воспалительном процессе в легочной ткани, что подтверждалось 

результатами морфологического исследования: дедифференцировка и атрофия 

трахеобронхиального эпителия с утратой ресничек, гиперплазия бокаловидных клеток,  

десквамация эпителия с обнажением базальных отделов, эмфизема [1].  

Под влиянием провоспалительных цитокинов и факторов роста в очаге воспаления 

различными типами клеток (мононуклеарными лейкоцитами, фибробластами, 

гладкомышечными и эндотелиальными клетками сосудов) индуцируется синтез СОХ-2. 

После 60-дневной экспозиции диоксидом азота содержание СОХ-2 в БАЛЖ почти в два 

раза превышало значение в контрольной группе (р<0,05) (табл. 1). Концентрация 

провоспалительного цитокина IL-17, основным продуцентом которого являются 

CD4+Th17-клетки и в меньшей степени нейтрофилы и CD8+Th17-клетки, была в 2,7 раза 

больше, чем у контрольных крыс (р<0,05) (табл. 1). Содержание HIF-1α по окончании 

экспозиции диоксидом азота в 3,6 раза превышало контрольное значение (табл. 1). На 

фоне активации воспалительного процесса содержание SP-D, являющегося компонентом 

врожденной эпителиальной иммунной защиты, снижалось в БАЛЖ на 34 % от уровня 

контрольной группы (р<0,05) (табл. 1), что могло быть связано с выявленным 

повреждением легочного эпителия, апоптозом секретирующих SP-D альвеолоцитов 2 типа 

и нецилиарных клеток бронхиол (клеток Клара) и «утечкой» SP-D в системный кровоток 

[2].  
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Таблица 1. 

Влияние 60-дневной экспозиции диоксидом азота на иммуноферментный профиль  

бронхоальвеолярной лаважной жидкости крыс (М ± m) 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Нейтрофильно-лимфоцитарное воспаление, развивающееся под влиянием 60-

дневного воздействия диоксида азота, является характерным признаком хронических 

заболеваний легких, таких как хроническая обструктивная болезнь легких (ХОБЛ), в 

развитии которой ключевую роль играет воздействие сигаретного дыма. В привлечении 

нейтрофилов в дыхательные пути участвует опосредованный IL-17А экстраклеточный 

цитокиновый сигналинг, регулирующий врожденный иммунный ответ легочных 

эпителиоцитов [15]. Увеличение экспрессии IL-17А обнаружено в легочной паренхиме и 

бронхах больных ХОБЛ, регулярных курильщиков [15] и мышей, экспонированных 

сигаретным дымом [9]. Ингибирование IL-17А путем введения моноклональных антител 

снижало уровни IL-17A и IL-8 в БАЛЖ, уменьшало приток нейтрофилов и ослабляло 

проявления хронического воспаления дыхательных путей, вызванного воздействием озона 

[20].  

Индукция СОХ-2 в легочном эпителии и паренхиме возникает не только при 

хроническом воспалении, но и в ответ на воздействие респираторных токсикантов 

(например, сигаретного дыма и его компонентов, в частности диоксида азота), что ведет к 

преобладанию деструктивных сдвигов в бронхоальвеолярном эпителии над 

регенеративными процессами [19]. Существуют различные предположения относительно 

механизмов, регулирующих активность СОХ-2-провоспалительного сигнального каскада 

в легких. Так, репаративный и противовоспалительный эффект введения в 

эмфизематозные легкие мезенхимальных стволовых клеток связывают с уменьшением 

экспрессии СОХ-2 и продукции простагландина E2 посредством блокирования 

внутриклеточных киназных сигнальных путей p38 MAPK и ERK [11]. Доказано 

супрессорное действие RelB, члена семейства транскрипционного ядерного фактора NF-

Показатели Контрольная группа 

(n = 11) 

60-дневная экспозиция 

диоксидом азота (n = 11) 

COX-2, пг/мл 15,86 ± 1,35 26,53 ± 2,30 * 

IL-17, пг/мл 71,58 ± 6,79 100,77 ± 7,40 * 

HIF-1, пг/мл 0,59 ± 0,14 2,12 ± 0,24 * 

SP-D, пг/мл 83,67 ± 7,96 55,25 ± 8,21 * 

*  Различие с контрольной группой достоверно, р<0,05 
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κB, на экспрессию СОХ-2 в структурных клетках легких, вызванную сигаретным дымом 

[11]. По мнению авторов, этот механизм может быть опосредован осью RelB-микроРНК-

146a, которая представляет собой новый регуляторный путь, способствующий снижению 

воспаления в ответ на действие пневмотоксикантов [11].  

Воспалительному процессу в бронхах всегда сопутствует гипоксическая среда, при 

которой возрастает экспрессия HIF-1α [3]. Гипоксия увеличивала экспрессию HIF-1α в 

культуре альвеолоцитов 2 типа крысы и их апоптоз по сравнению с клетками, 

культивируемыми при нормоксии [12]. Провоспалительные цитокины TNFα/IL-4 

индуцировали экспрессию HIF-1α в эпителиоцитах бронхов человека в условиях 

нормоксии [14]. В настоящем исследовании повышение уровня HIF-1α в БАЛЖ 

коррелировало с увеличением концентраций провоспалительных СОХ-2 и IL-17. Высокие 

уровни экспрессии HIF-1α и сниженное содержание SP-D определялись в сыворотке крови 

пациентов с синдромом обструктивного апноэ сна [16]. Подобные изменения мы 

наблюдали в БАЛЖ крыс после 60-дневного воздействия диоксида азота: повышению 

содержания HIF-1α сопутствовало падение концентрации SP-D. М. Huang с соавт. [13] 

установили, что HIF-1α стимулирует экспрессию фермента СОХ-2 и способствует 

эпителиально-мезенхимальной трансформации. Под воздействием экстракта сигаретного 

дыма в культуре клеток альвеолярного эпителия человека А549 и легочной ткани мышей 

выявлен HIF-1α-зависимый характер эпителиально-мезенхимального перехода, при 

котором бронхиальные и альвеолярные эпителиоциты претерпевали функциональный 

фенотипический сдвиг с увеличением отложения коллагена, снижением межклеточной 

адгезии и нарушением барьерной целостности [7]. Увеличение экспрессии HIF-1α могло 

подавлять секрецию из альвеолоцитов 2 типа сурфактантного белка D, который 

обеспечивает развитие адекватного иммунного ответа при действии пневмотоксикантов и 

патогенов [2, 18].  

Заключение. Длительное ингаляционное воздействие пневмотоксиканта диоксида 

азота сопровождается формированием в легких стойкого воспалительного процесса, о чем 

свидетельствует цитоиммунологический паттерн бронхоальвеолярной лаважной 

жидкости, и активацией гипоксия-индуцированного фактора. Результаты проведенного 

исследования служат подтверждением существования функциональной и, возможно, 

взаимно регуляторной связи гипоксийного HIF-1α-зависимого и провоспалительного 

СОХ-2-зависимого сигнальных каскадов, которая может быть терапевтической мишенью 

для предотвращения прогрессирования воспаления и ремоделирования дыхательных 

путей при многих патологических процессах, сопряженных с развитием воспалительной 

гипоксии. 
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