
Легкие как орган, имеющий контакт с внеш-
ней средой, находятся одновременно под воз-
действием стрессорных факторов бактериальной 
и небактериальной природы. Одним из звеньев, 
участвующих в поддержании гомеостаза лег-
ких, являются матриксные металлопротеиназы. 
Матриксная металлопротеиназа-9 (ММП-9) уча-
ствует в обеспечении иммунной защиты лег-
ких, элиминации антигенов и детрита, ремоде-
лировании легких [7, 8]. Однако гиперэкспрес-
сия ММП-9 может быть причиной поврежде-
ния тканей легких [6], что требует более подроб-
ного изучения факторов, ведущих к экспрессии 
и ингибированию этой протеиназы.

Механизмы защиты в органах во многом 
определяются функционированием гипоталамо-
гипофизарно-надпочечниковой системы и сопро-
вождаются изменением уровня концентрации 
окситоцина (ОТ) в гипоталамусе и крови, что 
позволяет предположить участие ОТ в регуля-
ции защитных реакций в организме и поддержа-
ния гомеостаза в легких. Исследования, посвя-
щенные изучению влияния ОТ на защитные меха-
низмы в легких, отсутствуют [1].

Цель настоящего исследования — определе-
ние изменений в респираторных отделах легких 
у крыс и экспрессии ММП-9 при интратрахеаль-
ном введении кишечной палочки на фоне дли-

тельного эмоционально-болевого стресса (ЭБС) 
и влияния окситоцина на выявленные изменения.

Матери а л  и  ме т о ды. Работа выполнена на 30 белых 
беспородных крысах-самцах массой 250–270 г. Эксперименты 
с животными проводили в соответствии с «Правилами 
по обращению, содержанию, обезболиванию и умерщвле-
нию экспериментальных животных» (МЗ СССР, 1877 г.; 
МЗ РСФСР, 1977 г.) Крысы были разделены на 3 группы. 
1-ю группу составили контрольные крысы (n=10), которым 
интратрахеально вводили взвесь суточной агаровой культу-
ры штамма кишечной палочки (E. coli А37) в дозе 200 млн 
микробных тел в 0,2 мл изотонического раствора хлорида 
натрия. Во 2-ю группу вошли крысы (n=10), у которых вызы-
вали ЭБС ежедневно по 3 ч в течение 7 сут и на 8-е сутки вво-
дили взвесь суточной агаровой культуры кишечной палочки 
в той же дозе. Моделирование ЭБС проводили на крысах 
по методике O. Desiderato и соавт. [5]. В специальной камере 
животных подвергали воздействию тока, избежать которого 
животные могли путем ухода на платформу, расположенную 
в центре камеры. Это приводило к выработке условного 
рефлекса избегания, проявляющегося постоянным нахож-
дением крыс на платформе. Последующее нанесение ударов 
током через пол платформы сопровождалось формирова-
нием стрессовой реакции у животных, обусловленной как 
наличием конфликта между выработанным условным реф-
лексом избегания и безусловным болевым раздражителем, 
так и постоянным напряженным ожиданием электроболевого 
раздражения. У животных 3-й группы (n=10) однотипно как 
у крыс 2-й группы вызывали стресс и вводили внутримышеч-
но по 0,02 ЕД ОТ (Gedeon Richter, Германия). После введения 
на 8-е сутки взвеси штамма культуры E. coli А37 продолжали 
ежедневно вводить внутримышечно ОТ до окончания экс-
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перимента. Животных, находящихся под эфирным наркозом, 
декапитировали через 1 и 4 сут после контаминации бакте-
риями.
Объектом исследования служили респираторные отделы 

сердечной доли правого легкого. Материал для световой 
микроскопии фиксировали в 10% нейтральном формалине, 
обрабатывали по стандартной методике, заливали в парафин 
и срезы окрашивали гематоксилином — эозином. Для полу-
чения полутонких и ультратонких срезов кусочки легких 
размером 2×2 мм3 фиксировали в 2,5% растворе глутараль-
дегида на 0,1М фосфатном буфере и 1% растворе четырех-
окиси осмия, обезвоживали по стандартной методике и зали-
вали в смесь эпона и аралдита. Готовили полутонкие срезы 
на ультратоме LKB-5 (Швеция), окрашивали метиленовым 
синим и основным фуксином и подвергали морфометриче-
скому анализу. Ультратонкие срезы последовательно кон-
трастировали спиртовым раствором уранилацетата и цитра-
том свинца. Исследование ультратонких срезов проводили 
на электронном микроскопе ЭМВ 100АК при увеличении 
от 4000 до 40 000.
Для иммуноцитохимических исследований использова-

ли парафиновые срезы толщиной 5–6 мкм, помещенные 
на стекла Super frost plus. Определение матриксной метал-
лопротеиназы-9 (ММП-9) осуществляли поликлональными 
кроличьими антителами (BioGenex, США) в разведении 1:50 
с применением стрептавидин-биотин-пероксидазного ком-
плекса с 3,3-диаминобензидин-тетрагидрохлоридом (DAB) 
в качестве хромогена той же фирмы. Апоптоз клеток иденти-
фицировали по фрагментации ДНК с использованием набора 
Apoptag (Plus Peroxidase in situ Apoptosis Detection Kit-S 
71010) согласно протоколу фирмы-производителя (Intergen, 
США). В препаратах при 1000-кратном увеличении микро-
скопа определяли индекс ММП-9-иммунопозитивных клеток 
(нейтрофилов, макрофагов, альвеолоцитов II типа) и индекс 
апоптоза альвеолоцитов II типа, как долю положительно 
окрашенных клеток от общего числа подсчитанных клеток 
в 10 случайно выбранных полях зрения. Морфометрические 
исследования на светооптическом уровне были осущест-
влены с использованием цифровой фотонасадки ScopeTek 
500 DMC и программ Minisee и ScopePhoto. Оценку ста-
тистической значимости полученных данных проводили 
по t-критерию Стьюдента с использованием программы 
Microsoft Excel 5.0a. Различия величин считались значимыми 
при P ≤ 0,05 (95%).

Ре з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я. В 1-й (конт-
рольной) группе животных во все сроки наблю-
дения выявлялись морфологические изменения 
в респираторных отделах легких. В стенках аль-
веол, легочных сосудов и интерстиции наблю-
далась лейкоцитарная инфильтрация с преоб-
ладанием нейтрофилов и макрофагов (таблица). 
Бактерии свободно располагались в альвеолярных 
пространствах и непосредственно на поверхности 
альвеолоцитов. В основном преобладал трансцел-
люлярный путь миграции бактерий через структу-
ры аэрогематического барьера. В альвеолоцитах 
II типа наиболее характерными изменениями были 
увеличение в объеме и вакуолизация цитоплазмы. 
Среди альвеолоцитов II типа имелись Apoptag-
позитивные клетки (рис. 1, а).

В респираторных отделах легких выявлялась 
экспрессия ММП-9 в цитоплазме нейтрофилов 
и макрофагов, альвеолоцитов, эндотелиоци-
тов сосудов, в клетках интерстиция и межклеточ-
ном веществе. Альвеолоциты II типа, особенно 
увеличенные в объеме, экспрессировали ММП-9 
и имели наиболее интенсивную реакцию через 
1 сут после введения антигена (см. рис. 1, б).

У животных 2-й группы на световом 
и электронно-микроскопическом уровнях было 
выявлено, что альтеративные изменения в легких 
проявляются в большей степени. Лейкоцитарные 
инфильтраты располагались вокруг бронхиол, 
легочных сосудов, просвете альвеол и интерсти-
ции. На поверхности стенок альвеол встречались 
реактивно измененные макрофаги (рис. 2).

Количество нейтрофилов в просвете альве-
ол и интерстиции респираторных отделов лег-
ких по сравнению с таковым в контроле было 
увеличено через 1 сут после введения антигена 
и к 4-м суткам снижалось. Количество макро-
фагов в респираторных отделах было больше 
по сравнению с контрольными показателями (см. 
таблицу).

Относительное содержание нейтрофилов и макрофагов в ацинусах легких у крыс при инфицировании E. coli 
на фоне эмоционально-болевого стресса и введения окситоцина

Группа животных Сроки опыта, сут Нейтрофилы Макрофаги
ММП-9-позитивные

нейтрофилы макрофаги

1-я 1-е 7,1±0,6 8,2±1,4 22,31±2,8 20±3

4-е 6,1±0,7 7,1±1,1 20±3 61±4

2-я 1-е 9,7±0,8* 21,6±1,8* 65±4* 29±3*

4-е 4,4±0,5* 25,5±1,9* 18±3 26±4*

3-я 1-е 6,4±0,6** 16,6±1,5** 10,2±2,8** 24±4*

4-е 3,3±0,4* 16,4±1,6** 8,1±2,2** 12,2±2,2**

* Различия по сравнению с показателями в контроле значимы при P<0,05.

** Различия по сравнению с показателями у животных 2-й подопытной группы значимы при P < 0,05.
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Рис. 1.  Содержание альвеолоцитов II типа с положительной Apoptag-реакцией (а) и экспрессирующих ММП-9 (б) в лёгких 
у крыс при интратрахеальном введении E. coli на фоне эмоционально-болевого стресса и влияния окситоцина.

По горизонтальной оси — срок после инфицирования E. coli; по оси ординат — относительное содержание клеток (%). Вертикальные 
отрезки — значения стандартной ошибки. * Различия по сравнению с показателями в контроле значимы при P ˂ 0,05

а б

Рис. 2.  Нейтрофилы и макрофаги в альвеолах легких у крысы при интратрахеальном введении E. coli на фоне эмоционально-
болевого стресса.

ПА — просвет альвеолы; М — макрофаг; Д — клеточный детрит и бактерии. Полутонкий срез. Окраска метиленовым синим и основ-
ным фуксином. Об. 100, ок.15
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Альвеолоциты часто утрачивали контак-
ты с базальной пластинкой. В межальвеолярных 
перегородках располагались фрагменты лизиро-
ванных и гомогенизированных коллагеновых воло-
кон. Среди альвеолоцитов II типа встречались клет-
ки, имеющие набухшие митохондрии с частичной 
или полной утратой крист. В пластинчатых тель-
цах количество осмиофильного материала умень-
шалось, ламеллы подвергались гомогенизации 
или лизировались, и на их местах образовывались 
оптически пустые пространства (рис. 3). Часть 
альвеолоцитов II типа имели электронно-плотную 
цитоплазму, уменьшенные в размере гомогенные 
ядра в состоянии пикноза. Выявлялись альвеоло-
циты с положительной Apoptag-реакцией (рис. 4), 
количество которых превосходило контрольные 
показатели (см. рис. 1, а).

Иммуноцитохимическое исследование выяви-
ло увеличение количества клеток, экспрессирую-
щих ММП-9 среди альвеолоцитов и лейкоцитов 
(рис. 5). Число альвеолоцитов II типа, экспрес-
сирующих ММП-9, превосходило контрольные 
показатели (см. рис. 1, б).

Число нейтрофилов с положительной реак-
цией на ММП-9 в альвеолах было больше, чем 
у животных контрольной группы через 1 сут, 
и практически не отличалось на 4-е сутки опыта. 
Количество ММП-9-позитивных макрофагов 
по сравнению с таковым в контроле в альвеолах 
было больше в 1-е сутки наблюдения и уменьша-
лось к 4-м суткам (см. таблицу).

Эндотелиоциты легочных сосудов во все сроки 
наблюдения были ММП-9-иммунопозитивными. 
В сосудах лейкоциты, экспрессирующие ММП-9, 
контактировали с обнаженной базальной мембра-
ной. Они мигрировали за ее пределы и периваску-
лярно формировали крупные инфильтраты.

У животных подопытной группы при введении 
ОТ в респираторных отделах легких при наличии 
признаков альтерации, отека и лейкоцитарной 
инфильтрации не наблюдалось деструктивных 
изменений. Электронно-микроскопическая орга-
низация альвеолоцитов II типа свидетельствовала 
об активизации внутриклеточного метаболизма, 
проявляющейся гиперплазией мембран грануляр-
ной эндоплазматической сети, увеличением коли-

Рис. 3.  Альвеолоцит II типа с признаками деструктивных изменений в митохондриях и пластинчатых тельцах легкого крысы 
при интратрахеальном введении E. coli на фоне эмоционально-болевого стресса. 

ПТ — пластинчатое тельце; М — митохондрии. Ув. 25 000
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чества, объемной плотности осмиофильных плас-
тинчатых телец и митохондрий.

Количество альвеолоцитов II типа, экспрес-
сирующих ММП-9 (см. рис. 5), было меньше, 
чем в группах сравнения (см. рис. 1, б). Число 
погибающих альвеолоцитов, что подтверждалось 
их электронно-микроскопическими признаками, 
и количество Apoptag-позитивных клеток умень-
шалось по сравнению с таковым в контрольной 
и 2-й подопытной группой (см. рис. 1, а).

При введении ОТ лейкоцитарная инфильтра-
ция была выражена в меньшей степени, чем 
у животных, его не получавших. Количество 
нейтрофилов в альвеолах легких было мень-
ше, чем у контрольных животных и животных, 
не получавших ОТ. Число макрофагов в альвео-
лах во все сроки наблюдения было больше, чем 
в контроле, но меньше у животных, не получав-
ших ОТ (см. табл. 1).

У крыс 3-й подопытной группы в легких коли-
чество клеток, экспрессирующих ММП-9, было 

незначительным. Экспрессия ММП-9 была харак-
терна для нейтрофилов и макрофагов. Количество 
нейтрофилов, экспрессирующих ММП-9, по срав-
нению с таковым во 2-й группе было меньше 
во все сроки наблюдения, а макрофагов меньше 
на 4-е сутки по сравнению с контролем (см. 
таблицу). Мигрирующие нейтрофилы и макрофа-
ги формировали инфильтраты периваскулярно, 
где содержание ММП-9-позитивных нейтрофилов 
было меньше, чем во 2-й подопытной группе.

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х. 
Результаты световой микроскопии выявили 
у животных 2-й подопытной группы значитель-
ную инфильтрацию нейтрофилами и макрофа-
гами респираторных отделов легких. Реакция 
нейтрофилов и макрофагов является важным 
признаком синдрома острого повреждения легких 
при воздействии кишечной палочки и её эндоток-
синов [3]. Результаты настоящего исследования 
показали высокий уровень экспрессии ММП-9 

Рис. 4.  Клетки с положительной Apoptag-реакцией в легком у крысы при интратрахеальном введении E. coli на фоне 
эмоционально-болевого стресса. 

Apoptag-реакция. Об. 40, ок.15
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в лейкоцитах, резидентных клетках легких 
и межклеточном веществе. Увеличение количе-
ства клеток, экспрессирующих ММП-9, совпа-
дало с повышенной степенью лейкоцитарной 
инфильтрации в легких. Существует предполо-
жение, что ММП-9 является основным фактором, 
обеспечивающим лейкоцитам возможность про-
хода через базальные мембраны [4].

У животных 2-й подопытной группы деструк-
тивные изменения клеток резидентов и интер-
стиция легких наблюдались на фоне увеличения 
количества клеток, экспрессирующих ММП-9, 
и степень деструктивных изменений находилась 
в прямой зависимости от увеличения их количе-
ства. Вместе с тем ММП-9, обеспечивая мигра-
цию лейкоцитов при инфицировании или повреж-
дении легких, при неконтролируемом увеличении 
ее количества и активности разрушает клетки-
резиденты, межклеточное вещество и таким обра-
зом стимулирует воспаление [11].

Полученные результаты об уменьшении 
инфильтрации легких нейтрофилами и макро-

фагами при введении ОТ согласуются с данны-
ми ряда исследований, посвященных изучению 
действия ОТ в условиях воспаления в органах 
других систем организма. Применение ОТ при 
экспериментальном воспалении органов пищева-
рительного тракта оказывало эффективное про-
тивовоспалительное и противоотечное действие, 
которое сопровождалось уменьшением прони-
цаемости сосудов и миграции лейкоцитов с умень-
шением лейкоцитарной инфильтрации в очагах 
воспаления [2].

Данные иммуноцитохимического исследова-
ния у крыс 3-й подопытной группы выявили 
уменьшение экспрессии ММП-9 в лейкоцитах, 
резидентных клетках и межклеточном веществе, 
что соответствовало низкому уровню лейкоци-
тарной инфильтрации и уменьшению признаков 
альтерации структур респираторных отделов 
и легочных сосудов. Эти данные позволяют пред-
положить, что миграция активированных лейко-
цитов из сосудов снижалась в связи с уменьше-
нием экспрессии ММП-9. Возможно, подавле-

Рис. 5.  Респираторный отдел легкого крысы при интратрахеальном введении E. coli на фоне эмоционально-болевого стресса. 

Клетки, экспрессирующие ММП-9 (стрелки). Иммуногистохимическая реакция. Об. 100, ок. 15
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ние ОТ миграции лейкоцитов из сосудов связа-
но с его участием в регуляции экспрессии ММП- 9. 
Сведений об участии ОТ в регуляции экспрес-
сии ММП-9 в легких нет. При изучении пато-
логии легких на различных моделях воспаления 
получены факты о прямой зависимости между 
увеличением уровня провоспалительных цитоки-
нов и увеличением экспрессии и секреции ММП-9 
клетками легких [9]. Известно, что под действием 
ОТ синтез провоспалительных цитокинов и хемо-
кинов в макрофагах, нейтрофилах и эндотелио-
цитах снижается [10], что является фактором 
уменьшения экспрессии ММП-9.

Таким образом, полученные данные позволи-
ли сделать вывод о патогенетической роли ММП-9 
при инфицировании на фоне комбинированно-
го стресса. Деструкция клеток и межклеточного 
вещества легкого является результатом воздей-
ствия ММП-9 на структуры легкого путем раз-
рушения базальных мембран сосудов и альвеол, 
эпителия легких, деградации коллагеновых воло-
кон, увеличения проницаемости стенки сосудов 
и активизации миграции лейкоцитов в интерсти-
ций респираторных отделов и стенок сосудов, 
вызывая задержку восстановления структур лег-
кого.

Применение ОТ уменьшило негативное 
действие стрессорных факторов на структу-
ры легких, что было связано со снижением лей-
коцитарной инфильтрации, уменьшением экс-
прессии и повреждающего действия ММП-9 
и способствовало сохранению и активизации 
протек торных свойств лейкоцитов и клеток-
резидентов легких.
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THE CHANGES IN THE LUNG STRUCTURE 
AND MATRIX METALLOPROTEINASE 9
EXPRESSION IN RATS 
UNDER THE INFLUENCE OF OXYTOCIN 
IN THE COMBINED STRESS

A. N. Kozlova

Using light, electron microscopy and immunohistochemistry, 
the changes in lung structure and matrix metalloproteinase 9 
(MMP 9) expression were studied in 30 rats exposed to combined 
stress (intratracheal infusion of E. coli in association with emo-
tional painful stress) and oxytocin (OT) injections. Studies have 
shown that the combined stress resulted in the increased expres-
sion of pulmonary MMP-9, accompanied by the activation 
of neutrophil and macrophage migration with the destruction 
of cells and intercellular substance in the lung. In animals treated 
with OT, the expression of MMP 9 was significantly reduced and 
was associated with lower levels of destructive changes and the 
infiltration of the lungs by neutrophils and macrophages. The 
results obtained suggest the pathogenetic role of MMP 9 in com-
bined stress lesions and its involvement in the regulation of MMP 
9 expression in the lungs.

Key words: lung, matrix metalloproteinase 9, combined 
stress, oxytocin
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