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Аннотация: на экспериментальных животных отработана методика получения субстрата для 

анализа поверхностной активности и состояния перекисного окисления липидов со слизистых 

носоглотки, глаза, внутреннего уха, влагалища. Получены показатели их поверхностной активности у 

кроликов в норме, при затравке формалином и на модели аллергического воспаления с яичным белком. 

Показаны преимущества определения сурфактантов слизистых биофизическим методом по сравнению 

с существующими способами. 

Abstract: the authors developed a technique to obtain a substrate for analysis of surface activity with the 

mucous nasopharynx, eyes, inner ear, vagina in experimental animals. Obtain indicators of surface activity in 

rabbits normally, when the seed of formalin model of allergic inflammation with egg albumin. The advantages of 

determining biophysical surfactant mucous method over existing 
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В последние десятилетия в связи с экологическим прессингом увеличивается частота аллергических 

респираторных заболеваний. Определенную роль в этом играет поломка локальных механизмов защиты 

органов дыхания, в частности сурфактантной системы легких и антиоксидантной защиты. Известно, что 

при бронхиальной астме развивается дефицит сурфактанта [6, 15]. Сурфактант легких играет важную 

роль в физиологии и патологии органов дыхания и представляет собой липопротеид [3, 4]. Протеины 

сурфактанта относятся к классу коллектинов и выявляются биохимическими, иммунологическими и 

иммуноморфологическими методами [7, 14, 26]. В начале 21 века в слизистой внутреннего уха, 

евстахиревой трубы и придаточных полостях носа коллектины, схожие с протеинами сурфактанта легких 

[17, 18, 23]. Это позволило по-новому взглянуть на многочисленные работы по исследованию 

поверхностной активности такой неинвазивной среды как назофарингиальные смывы – раньше их 

рассматривали как сурогат бронхоальвеолярных смывов, полагая, что их свойства обусловлены 

отработанным сурфактантом легких, теперь понятно, что они могут иметь самостоятельное 

диагностическое значение. Далее СП-А был обнаружен в слизистой белковой оболочке глаза, 

желудочно-кишечного тракта, капсуле Боумана, мочевыводящих путей, цервикального канала [16, 20, 

25]. Высказывается мнение, что сурфактантные протеиды - универсальный инструмент для большинства 

слизистых оболочек и даже дирижер инструментов местной регуляции иммунитета и метаболизма [7, 

14].  

Появились экспериментальные и клинические работы, показывающие, что дефицит СП-А и СП-D 

приводит к развитию отитов, гайморитов и риносинуситов, выявлено участие коллектинов в важнейших 

механизмах патогенеза этих заболеваний, влияние коллектинов на назофарингеальную и отогенную 

микрофлору [17, 22, 25]. Показано, что изменение коллектинов может носить системный характер, 

способствующий развитию бронхиальной астмы и появлению детей, часто болеющих острыми 

респираторными заболеваниями [11, 15].  

Подтверждением ведущей роли нарушений сурфактантных белков в патогенезе отитов, и 

риносинуситов стали экспериментальные и клинические данные об их успешном лечении 

интраназальным введением модификаторов сурфактанта [9, 12, 13, 19, 21].  

Однако при этом отсутствуют методы экспресс-анализа состояния сурфактанта слизистых, такие как 

применяются для анализа сурфактанта легких в бронхоальвеолярном смыве (БАС) и конденсате 

выдыхаемого воздуха (КВВ).  



Цель исследования разработать методики определения поверхностной активности сурфактанта 

слизистых глаза, полости носа, среднего уха, влагалища у экспериментальных животных и оценить их 

адекватность при моделировании катарального и аллергического воспаления.  

Методы исследования  
Исследования проведены на 24 кроликах женского пола породы Шиншила. Животным контрольной 

группы (n-8) никаких воздействий не проводили. Другой группе кроликов воздействовали на шерсть 

мордочки формалином (10 мл) и оставляли на 1 час в тесной непроветриваемой камере. 

Третью группу животных сенсибилизировали введением внутрибрюшинно 0,3 мг сухого яичного 

белка и 30мг гидроксида алюминия, растворенных в 2 мл физиологического раствора. На 14 - 18 день 

после этого закапывали в каждую ноздрю раствор яичного белка и на 5 день после этого получали 

модель аллергического воспаления, подтвержденного цитологически и гистологически. На сегодняшний 

день эта модель аллергического воспаления является общепризнанной [8, 24]. 

Прижизненно собирался смыв конъюнктивы, путем закапывания физраствора пипеткой в 

коньюнктивальный мешок и последующего отсасывания, а также конденсат выдыхаемого воздуха. 

Кроликов забивали кровопусканием из яремной вены под гексеналовым наркозом с соблюдением 

«Правил проведения работ с использованием экспериментальных животных». Смывы внутреннего уха, 

полости носа и влагалища собирали посмертно, вводя физиологический раствор порциями до получения 

1 мл жидкости. БАС получали промыванием доли легкого физраствором из расчета 10 мл на 1 г веса 

легких. Смыв внутреннего уха получали путем прокола барабанной перепонки. 

Использовано измерение динамического изменения поверхностного натяжения (ПН) при 

моделировании дыхательного цикла по методу Clements, которое является наиболее информативным 

методом определения поверхностной активности жидкостей. Поверхностную липидную пленку сжимают 

в кювете поверхностных весов изменении от 100% площади поверхности к 20% и обратно, фиксируя 

величину ПН максимального и минимального, и на их основе рассчитывая индекс стабильности (ИС).  

При классическом исследовании требуется 100 мл анализируемой жидкости – смыва, экстракта, 

возможно разбавление 10 мл до 100 мл.  

Ранее мы предлагали использовать метод монослоев с изопропиловым спиртом, требующий около 1 

мл субстрата для анализа [1]. К анализируемой жидкости добавляется равное количество изопропилового 

спирта, смесь встряхивается и анализируется на тензиоспектрометре [3]. 

Возможность исследования ПА сурфактанта легких и перекисного окисления липидов в ККВ у 

экспериментальных животных (кроликов) была впервые показана нами с соавторами в 1992 году [2]. 

КВВ собирался при помощи резиновой маски с клапаном и выпускником в нижней части. Кроликов 

фиксировали на животе. Воздух из выпускника через полимерную трубку направлялся в конденсатор, 

помещенный в сосуд со льдом. В течение 10 - 15 минут удается собрать 1 - 2 мл конденсата. 

Добившись того, чтобы величина ПН физиологического раствора равнялась 71-73 мН/м и при сжатии 

поверхностного слоя не менялась более чем на 1 мН/м, на поверхность физиологического раствора при 

помощи пастеровской пипетки с оттянутым носиком наслаивается анализируемая смесь каплями, следя, 

чтобы ПН субфазы снизилось до 50 мН/м и далее не возрастало. 

Количество капель может быть дополнительным показателем, указывающим на концентрацию ПАВ в 

анализируемом субстрате.  

На спектрофотометре СФ-48 проводили определение в анализируемых субстратах оптической 

плотности суммарных липидов и гидроперекисей, кетоновых диенов по методике Гаврилова В.Б., 

Мишкорудной М.И. [5]. 

Из кусочков слизистых с подлежащими тканями готовились замороженные срезы, окрашиваемые на 

липиды суданом черным и кофеин-бензпиреном по Бергу, и парафиновые срезы, окрашиваемые 

гематоксилином-эозином.  

Полученные результаты 

Показатели поверхностной активности в различных анализируемых субстратах у кроликов 

контрольной группы представлены в табл.1. 
 

Таблица 1. Показатели поверхностной активности в различных анализируемых субстратах у кроликов контрольной 

группы (n-8) 
 

Субстрат Число  

капель  

ПН мин  ПН макс  ИС  

Бронхоальвеолярный смыв  5,3±1,2  21,1±0,93  55,3±1,3  0,90±0,04  

Эндоназальный смыв 24,2±2,2  31,9±0,6  57,2±1,2  0,57±0,03  

Смыв внутреннего уха 27,3±2,5  36,4±1,2  59,2±1,5  0,48±0,03  

Смыв влагалища 32,3±2,8  41,4±0,9  62,1±0,9  0,4±0,03  

Конъюнктивальный смыв 38,1±3,1  39,2±0,7  58,1±1,2  0,39±0,04  

КВВ 38,7±2,1  49,9±0,7  61,4±1,6  0,21±0,02  



 

Смывы всех исследуемых слизистых обладают определенной поверхностной активностью сравнимой 

с таковой для бронхоальвеолярного смыва, но менее выраженной. Снижение ИС шло по направлению 

коньюнктивальный смыв < смыв влагалища < смыв внутреннего уха <эндоназальный смыв < 

бронхоальвеолярный смыв. 

При окраске замороженных срезов слизистой капельки липидов обнаруживались в альвеолярных 

макрофагах бронхоальвеолярного смыва, в нейрофилах и макрофагах эндоназального смыва, пылевидное 

свечение липидов наблюдалось в клетках слизистой внутреннего уха, влагалища и глаз.  

При затравке животных формалином через 1 час морфологически отмечался катаральный синусит, 

трахеит, бронхит, конъюнктивит с повышенным выделением слез и серозной жидкости из носа, что 

соответствует описаниям Doyle IR. [10]. В смывах слизистой конъюнктивы, полости носа, 

бронхоальвеолярном смыве достоверно снижалось количество общих липидов, белок наоборот имел 

тенденцию к повышению. Поверхностная активность бронхоальвеолярного, эндоназального и 

конъюктивального смыва достоверно снижается (табл. 3), что коррелирует с изменениями общих 

липидов.  
 

Таблица 3. Показатели ИС в различных анализируемых субстратах у кроликов в норме, при катаральном и 

аллергическом воспалениях 
 

Субстрат Контроль Формалин   Яичный 

альбумин 

Бронхоальвеолярный смыв 0,90±0,04  0,75±0,03 *  0,62±0,03 * 

Эндоназальный смыв 0,57±0,03  0,43±0,03 *  0,35±0,03 * 

Смыв внутреннего уха 0,48±0,03  0,44±0,03   0,38±0,03 * 

Коньюктивальный смыв  0,4±0,03  0,23±0,02 *  0,21±0,02 * 

Смыв влагалища  0,39±0,04  0,39±0,02  0,33±0,02 

КВВ 0,21±0,02  Не исследовано 0,15±0,02 * 

 

Примечание: критерий различия с контролем р<0,05  

 

При моделировании аллергического воспаление предварительно сенсибилизированных кроликов 

закапыванием раствора яичного белка на 18 день эксперимента (пятый день закапывания аллергена) у 

кроликов наблюдалась резкая гиперемия слизистых оболочек носоглотки и конъюнктивы глаза, 

повышенное слезоотделение и выделение серозной жидкости из носа. 

Микроскопически на пятый день закапывания аллергена отмечена резкая инфильтрация слизистых 

придаточных полостей носа, конъюнктивы эозинофильными и нейрофильными лейкоцитами. Слизистая 

трахеи и бронхов резко полнокровна, местами десквамирована. Отмечается спазм мелких бронхов, 

дистелектазы респираторного отдела легких.  

При аллергическом воспалении ПА достоверно снизилась во всех изучаемых субстратах за 

исключением смывов влагалища. В бронхоальвеолярном смыве на 31,1%, в эндоназальном – на 38,6%, в 

смыве внутреннего уха на 21,8%, в коньюктивальном – 47,5%. В смыве влагалища снижение было не 

достоверным - на 15,4% (p>0,05). В КВВ также наблюдалось достоверное снижение ИС на 28, 4% 

(p<0,05). Одновременное снижение ПА во всех изучаемых субстратах свидетельствует о том, что 

сурфактанты слизистых составляют общую систему и со схожими механизмами реагирования на 

аллергическое воспаление.  

Спектрофотометрическое исследование продуктов перекисного окисления липидов в различных 

анализируемых жидкостях выявило наличие суммарных липидов во всех субстратах (табл.4). Также во 

всех субстратах в норме определялись гидроперекиси с той же направленностью: конъюнктивальный 

смыв < смыв влагалища < смыв внутреннего уха < эндоназальный смыв < бронхоальвеолярный смыв. В 

КВВ гидроперекиси определялись на пределе спектрофотометрического метода. 

Катаральное воспаление характеризовалось снижение суммарных липидов в конъюнктивальном 

смыве, сдвиги ПОЛ в других субстратах при этом оказались недостоверными.  

 
Таблица 4. Показатели оптической плотности суммарных липидов и гидроперекисей в различных анализируемых 

субстратах у кроликов в норме, при катаральном и аллергическом воспалениях 

Субстрат Контроль Формалин  Яичный альбумин 



 СЛ ГП 

 

СЛ ГП 

 

СЛ ГП 

 

Бронхоальвеолярны

й смыв 

0,176 

±0,010 

0,106 

±0,007 

0,158 

±0,01

0 

0,113 

±0,006 

0,136 * 

±0,010 

0,167 * 

±0,007 

Эндоназальный 

смыв 

0,104 

±0,007 

0,095 

±0,005 

0,097 

±0,00

6 

0,099 

±0,005 

0,077 

±0,007 

0,084 

±0,005 

Смыв внутреннего 

уха 

0,076 

±0,005 

0,052 

±0,004 

0,076 

±0,00

6 

0,055 

±0,005 

0,062 

±0,005 

0,064 * 

±0,004 

Коньюктивальный 

смыв 

0,022 

±0,003 

0,018 

±0,003 

0,009 

* 

±0,00

3 

0,019 

±0,003 

0,011 * 

±0,003 

0,021 

±0,003 

Смыв влагалища 0,074 

±0,007 

0,046 

±0,006 

0,078 

±0,00

7 

0,049 

±0,006 

0,068 

±0,008 

0,052 

±0,007 

КВВ 0,018 

±0,002 

0,01 

±0,002 

Не исследовано 0,010 * 

±0,002 

0,016 * 

±0,002 

 

Примечание: критерий различия с контролем р<0,05  

 

Аллергическое воспаление характеризовалось достоверным снижением суммарных липидов в БАС и 

конъюнктивальном смыве, а также достоверным ростом гидроперекисей в КВВ. В БАС и смыве 

внутреннего уха отмечено снижение гидроперекисей, но по отношению к снижению суммарных липидов 

снижение было значительно меньше. Это свидетельствует об активации процессов ПОЛ при 

аллергическом воспалении, что соответствует данным других авторов, исследовавших процессы 

пероксидации при аллергическом воспалении иными методами [8]. 

Выводы: 

1. Предложенная методика позволяет определять через изменения поверхностной активности 

состояние сурфактанта слизистых глаза, полостей носа, внутреннего уха, влагалища, где до этого 

определяли только белки сурфактанта иммуногистохимически и хроматографическим методом. 

Определение биофизическим методом менее затратное и гораздо быстрее. 

2.  Эксперименты с моделированием катарального и аллергического воспаления показали 

адекватность методики и характеризовались снижением функции сурфактанта слизистых глаза, полости 

носа, трахеи, бронхов, а также активацией ПОЛ. 
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