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РЕЗЮМЕ. В статье представлена методология экспериментального исследования влияния микроразмерных
твердых взвешенных частиц атмосферного воздуха на альвеолярные макрофаги крыс линии Вистар. Данный ком-
плекс методов предназначен для изучения механизмов воздействия микровзвесей воздушной среды урбанизиро-
ванных территорий различного фракционного состава на организм и может быть использован для научных
исследований в области патологической физиологии, медицинской экологии и гигиены.

Ключевые слова: микровзвеси атмосферного воздуха, органы дыхания, методологические подходы, альвеоляр-
ные макрофаги.

METHODOLOGICAL APPROACHES TO THE EXPERIMENTAL STUDY OF THE 
EFFECTS OF MICRO-DIMENSIONAL AIR SUSPENSIONS
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SUMMARY. The article presents the methodology of an experimental study of the influence of micro-sized suspended
particulate matter of the atmospheric air on alveolar macrophages in Wistar rats. This set of methods has been designed
to study the mechanisms of the impact of air suspensions of urbanized territories belonging to various fractions on the
body and can be used for scientific research in the field of pathological physiology, medical ecology and hygiene.
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Все большее внимание в последнее десятилетие

уделяется изучению воздействия загрязнения атмо-
сферного воздуха на здоровье населения урбанизиро-
ванных территорий [13, 15, 19, 20]. Значительную
опасность для здоровья представляют твердые взве-
шенные частицы атмосферных взвесей в нано- и мик-
роразмерном диапазоне [10, 18]. Твердые взвешенные
частицы техногенного происхождения распространены
повсеместно, а ингаляционный путь поступления

определяет зону непосредственного контакта экзоген-
ных поллютантов с организмом [2]. Несмотря на отно-
сительно небольшое содержание в воздухе, они
являются крайне опасными веществами [12, 16, 17].
Мелкодисперсные частицы длительное время нахо-
дятся в воздухе, переносятся на большие расстояния и
проникают глубоко в легкие. Способность микроча-
стиц адсорбировать токсичные вещества еще более
усугубляет их патогенное воздействие. Ультрадисперс-
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ные частицы проходят через клеточные барьеры, на-
капливаются в органах и тканях, при этом крайне тя-
жело выводятся из организма, вызывая выраженные
патоморфологические изменения во внутренних орга-
нах. Взаимодействие человека с внешней средой вы-
зывает в организме многочисленные защитные и
приспособительные ответные реакции, обеспечиваю-
щие адаптацию к постоянно меняющимся условиям.
При воздействии неблагоприятных факторов окружаю-
щей среды, в зависимости от интенсивности, времени
их воздействия и состояния адаптационных и репара-
тивных механизмов индивидуума, может происходить
физиологический сдвиг и формирование различных
патологических состояний, приводящих к развитию
экологозависимых заболеваний. Это диктует необхо-
димость изучения клеточно-молекулярных механиз-
мов, лежащих в основе развития данных патологий. 

Несмотря на огромный интерес исследователей, в
настоящий момент отсутствуют методические разра-
ботки, содержащие современные комплексные методо-
логические подходы к изучению воздействия
компонентов атмосферных взвесей на здоровье чело-
века, позволяющие проводить исследование с учетом
новых теоретических и практических представлений.
В данной статье даны рекомендации по проведению
подобных экспериментов для оценки влияния реаль-
ного поликомпонентного загрязнения конкретной ур-
банизированной территории на триггерные параметры
организма. В связи с вышеописанным, мы предлагаем
комплекс методов для оценки формирования окисли-
тельного стресса и механизмов его регуляции при воз-
действии ксенобиотиков атмосферного воздуха на
макрофаги бронхоальвеолярного лаважа эксперимен-
тальных животных.

Оценка содержания твердых взвешенных частиц
микроразмерного ряда в атмосферном воздухе урба-
низированных территорий, отличающихся по ин-
тенсивности техногенных нагрузок. Качественный
и количественный состав твердых взвешенных частиц
воздушной среды урбанизированных территорий
имеет региональные особенности и, соответственно,
может оказывать различное патологическое действие
на человека [3, 4]. Для моделирования эксперименталь-
ных взвесей ксенобиотиков воздушной среды необхо-
димо сформировать зоны сравнения [14] и изучить
состав атмосферного загрязнения. Компоненты мо-
дельной взвеси формируются исходя из оценки состава
микрочастиц атмосферного воздуха конкретной терри-
тории [5]. Одним из основных методов оценки загряз-
нения атмосферного воздуха микроразмерными
твердыми взвешенными частицами является гравимет-
рический. Он основан на применении стандартизован-
ных входных устройств разделения на фракции,
строгом соблюдении требований по скорости отбора
пробы, ее стабильности. Отбор проб воздуха произво-
дится либо на фильтр с последующим взвешиванием
и расчетом концентрации, либо измерение проводится

в режиме реального времени. Так же дисперсный со-
став пыли может быть определён методами ротацион-
ной сепарации, жидкостной седиментации, расчетным
методом. Ряд научных проблем решается с примене-
нием метода отбора проб снежного покрова, основной
характеристикой которого является возможность опре-
деления качественного и фракционного составов за-
грязняющих веществ всего слоя атмосферы. В НИИ
медицинской климатологии и восстановительного
лечения разработана авторская методика отбора проб
воздуха в жидкую поглотительную среду для оценки
загрязнения приземного слоя атмосферного воздуха.
Метод позволяет определить весь дисперсный состав
твердых взвешенных частиц в различные сезоны года
[1].

Методика получения модельных взвесей атмо-
сферных твердых взвешенных микрочастиц, исполь-
зуемых в нагрузочных тестах. Модельные взвеси
получают путем дробления компонентов атмосферных
взвесей [8] в планетарной мельнице (например, Fritch
Pulverisette 2 или Retsch РМ 200) в течение 10 мин при
скорости главного диска 400 об/мин, скорости сател-
литов 800 об/мин в стакане (объем 250 мл) и шариков
из карбида вольфрама (капрона или оксида циркона).
Фракционный анализ взвешенных частиц осуществ-
ляют на лазерном анализаторе (например, на Fritch
Analysette 22 NanoTec или Malvern Morphology G3). 

Получение бронхоальвеолярного лаважа, выделе-
ние альвеолярных макрофагов и проведение нагрузоч-
ных тестов. Структурно-функциональные
особенности легких обусловливают их высокую чув-
ствительность к воздействию разнообразных неблаго-
приятных факторов внешней среды. Понимая
значимость макрофагальной системы в осуществлении
метаболической и дренажной функции легких, защите
их от ингалируемых частиц, целесообразно изучить
роль альвеолярных макрофагов в процессах гомеостаза
и развитии патологий дыхательной системы. Альвео-
лярные макрофаги участвуют в инициации иммунного
ответа, обладают мощным фагоцитарным и литиче-
ским потенциалом и детерминированы к защите легоч-
ной ткани от различных инфекционных агентов,
пылевых частиц. С помощью макрофагов происходит
первичная обработка ингалированных компонентов ат-
мосферной взвеси, контакт с которыми резко усили-
вает утилизацию кислорода и глюкозы, липидный
обмен и фагоцитарную активность макрофага. Макро-
фаги участвуют также в изоляции ингалированных ча-
стиц фагоцитозом, удалении их из легкого
транспортной системой и обезвреживании фагоцити-
рованных веществ.

Одним из методов получения клеточной популяции
альвеолярных макрофагов является способ получения
смыва с поверхности бронхов, бронхиол и альвеоляр-
ных структур легких – бронхоальвеолярный смыв или
бронхоальвеолярный лаваж [9]. Данный метод можно
использовать для изучения механизма действия факто-
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ров внешней среды в условиях in vitro [6]. Животных
(белых крыс) рекомендуется усыплять путем внутри-
мышечного введения соответствующего препарата, так
как применение препаратов, поступающих через ды-
хательные пути (эфира, хлороформа и др.), недопу-
стимо в связи с повреждением слизистой оболочки
органов дыхания. Перед вскрытием операционное
поле животных обрабатывают антисептиком, скальпе-
лем рассекают кожные покровы и вскрывают грудную
клетку вдоль грудины. Затем ножницами отделяют тра-
хею от подлежащих тканей, отсекают ее от гортани,
вставляют канюлю, придерживая зажимом трахею. Для
получения бронхоальвеолярного лаважа используют
подогретую до 37ºС среду DMEM с антибиотиками и
антимикотиком, ориентируясь на размеры и массу жи-
вотного (в среднем 15 мл на каждое животное). Про-
мывание легких через трахею осуществляют дробно
(сначала 10 мл среды, затем 5 мл), каждую порцию
прокачивают шприцем 5-7-кратно через трахею и па-
раллельно проводят массаж загрудинной области, по-
лученные пробы хранят на льду до проведения
последующих манипуляций. Выделение альвеолярных
макрофагов осуществляют из полученной бронхоаль-
веолярной лаважной жидкости. При этом необходимо
очистить суспензию макрофагов от эритроцитов, лим-
фоцитов и нейтрофилов. Всю полученную от одного
животного жидкость бронхоальвеолярного лаважа объ-
единяют вместе и центрифугируют при охлаждении
(4ºС) 10 мин при 1577 об/мин (500g). Супернатант сли-
вают, концентрацию клеток доводят до 100000 кле-
ток/мл средой культивирования.

Полученные культуры клеток макрофагов поме-
щают в лунки планшета и культивируют в инкубаторе
при температуре 37ºC и 5%-ном содержании углекис-
лого газа. Необходимо каждый день проводить замену
питательной среды. Культуры клеток анализируют с
помощью инвертированного светового микроскопа
(например, Axio Observer А1, Carl Zeiss) на протяже-
нии всего эксперимента. На третьи сутки после начала
культивирования макрофагов выполняют нагрузочные
тесты. Для этого культуру клеток макрофагов от каж-
дого животного разделяют на группы: первая группа –
контрольная; в лунки второй группы добавляют мо-
дельную взвесь № 1 (зона сравнения №1); в лунки
третьей группы – модельную взвесь № 2 (зона сравне-
ния №2). На пятые сутки после посева (на третьи после
добавления взвесей) проводят взятие проб.

Комплекс лабораторных методов для определе-
ния параметров окислительного стресса в культуре
макрофагов бронхоальвеолярного лаважа и среде их
культивирования. При контакте с биологической сре-
дой твердые взвешенные частицы способны индуци-
ровать избыточное образование активных форм
кислорода и азота. 

С учетом триггерных механизмов влияния микро-
токсикантов воздушной среды предложен комплекс ла-
бораторных методов, дающий возможность

всесторонне охарактеризовать пероксидативные и ан-
тиоксидантные процессы с использованием наиболее
чувствительных критериев. Окислительный стресс
приводит к прямому или косвенному повреждению ли-
пидных, белковых и генетических структур клетки, а
также ингибирует репарацию ДНК. Для характери-
стики развития окислительного стресса необходимо
изучать ключевые параметры: для липидов – содержа-
ние гидропероксидов липидов (ГПЛ) и малонового
диальдегида (МДА), для белков – протеинкарбонила
(ПК), для выявления генотоксичности определяют со-
держание 8-гидрокси-2'-деоксигуанозина (8-OHdG).

Определение первичных (ГПЛ) [7] и конечных
(МДА) метаболитов перекисного окисления липидов
позволяет охарактеризовать прооксидантное воздей-
ствие взвесей атмосферных микрочастиц. Образование
большого количества конечных метаболитов дестаби-
лизирует и разрушает структуру клетки. Также МДА,
как продукт синтеза простагландинов, реагирует с
ДНК, образуя ДНК-аддукты – деоксигуанозин и деок-
сиаденозин. Уровень ПК характеризует ранние по-
вреждения от воздействия микротоксикантов.
Карбонильные группы (CO-группы) белков обра-
зуются в результате различных окислительных по-
вреждений сравнительно рано и стабильнее
относительно других продуктов окисления. Содержа-
ние ПК, характеризующего ранние необратимые изме-
нения белковых структур клетки, может быть
использовано в качестве чувствительного биоиндика-
тора токсического повреждения клетки в результате
воздействия твердых взвешенных частиц атмосфер-
ного воздуха. 8-OHdG образуется в результате окисли-
тельного повреждения ДНК активными формами
кислорода и является еще одним из наиболее чувстви-
тельных биомаркеров окислительного стресса.

Комплекс лабораторных методов для определе-
ния параметров антиоксидантной защиты в куль-
туре макрофагов бронхоальвеолярного лаважа и
среде их культивирования. Антиоксидантная система
включает обширную группу веществ белковой и небел-
ковой природы, реагирующих с продуктами окисле-
ния. Общая антиоксидантная активность –
интегральный показатель активности антиоксидантной
системы, включающий все биологические компоненты
антиоксидантного действия.

К одному из универсальных внутриклеточных
звеньев антиоксидантной защиты относятся редокс си-
стемы, представленные главным образом системой
глутатиона и тиоредоксина. Являясь наиболее чувстви-
тельными к окислительному стрессу, обе эти системы,
за счет активации специфических ферментных систем,
эффективно восстанавливают гидроперекиси липидов,
дисульфидные компоненты белков, репарационные
ферменты для реконструкции ДНК и поддерживают
редокс-баланс. Изучение содержания показателей
тиолдисульфидного звена позволяет определить: как
антиоксидантная система справляется с постоянно об-
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разующимися высоко реакционноспособными соеди-
нениями.

Глутатион является основным эндогенным анти-
оксидантом, защищает клеточные структуры от по-
вреждающего действия супероксид- и гидроксильных
радикалов, создает условия для нормализации энерге-
тической функции клеток и снижения окислительного
повреждения белков. Глутатион-редуктаза – фермент,
восстанавливающий дисульфидную связь окисленного
глутатиона до его сульфгидрильной формы. Отноше-
ние восстановленный/окисленный глутатион – ключе-
вой фактор в поддержании окислительного клеточного
баланса. Глутатионпероксидазы (ГП) – группа анти-
оксидантных ферментов, экспрессирующихся повсе-
местно. ГП катализируют восстановление пероксида
водорода до воды и перекисей липидов в соответ-
ствующие спирты с использованием глутатиона и спо-
собны восстанавливать перекиси белкового,
нуклеиновокислотного происхождения. Таким обра-
зом, ГП обеспечивают двойную защиту клеток от окис-
лительного стресса: утилизируют перекись водорода и
обезвреживают продукты перекисного окисления ли-
пидов, обеспечивая защиту клеточных мембран, осо-
бенно от экзогенного повреждения. ГП регулируют
содержание органических перекисей, тем самым уча-
ствуя в регуляции синтеза эйкозаноидов. Кроме того,
ГП обладают антиапоптозным эффектом, так как пред-
отвращают выход цитохрома С из митохондрий. 

Тиоредоксин восстанавливает дисульфидные связи
в белках, что способствует формированию у них пра-
вильной третичной структуры, критически важен для
редокс-регуляции функций внутриклеточных протеи-
нов и клеточной сигнализации через контроль окисле-
ния тиолов. Тиоредоксин способен взаимодействовать
с активными формами кислорода, восстанавливать
окисленный глутатион, тиоредоксинпероксидазы (пе-
роксиредоксины), служит донором электронов для ри-
бонуклеотид- и метионинсульфоксид редуктаз,
участвуя в репарации ДНК. Тиоредоксинредуктаза яв-
ляется единственным известным ферментом, способ-
ным восстанавливать окисленную форму
тиоредоксина. Это гомодимерный белок, содержащий
динуклеотид флавин-аденин и селеноцистеин на С-
конце. Селеноцистеин консервативного каталитиче-
ского сайта подвергается обратимому
окислению-восстановлению по почти такому же меха-

низму, как и тиоредоксин [11, 14].  
Комплекс методов оценки перекисного окисления

липидов–антиоксидантной защиты целесообразно вы-
полнять с применением стандартизованных наборов в
соответствии с протоколом исследования. 

Метод определения энергетического состояния
митохондрий в культуре макрофагов бронхоальвео-
лярного лаважа и среде их культивирования. Очень
ранним и чувствительным индикаторным критерием
влияния различных неблагоприятных экзогенных фак-
торов окружающей среды являются митохондрии. Эф-
фективное функционирование митохондрий связано с
интегральной целостностью их структурных ком-
понентов, важнейшими из которых являются жирные
кислоты. Основной пул жирных кислот преимуще-
ственно вовлечен в окислительные энергетические
процессы и поддержание мембранного гомеостаза ор-
ганеллы, что способствует нормальному функциони-
рованию всей клетки в целом. Нарастание
окислительного стресса в митохондриях приводит к
окислению тиоловых групп мембранных белков и фор-
мированию белковых агрегатов с высокой молекуляр-
ной массой. Нарушение структурно-функционального
состояния митохондриальной мембраны влияет на
функциональную активность митохондрий и на спо-
собность адекватно выполнять присущие ей функции,
в том числе энергетические, что проявляется в измене-
нии мембранного потенциала митохондрий (МПМ).
Снижение МПМ свидетельствует о нарастании нару-
шения трансмембранного переноса ионов, угнетении
клеточной дыхательной активности. Все эти изменения
детерминируют развитие гипоксии и гибель клетки по
механизму апоптоза. Для определения МПМ рекомен-
дуется использовать  наборы для проточной цитомет-
рии  (например, MitoProbe™ JC-1 Assay Kit; Life
Technologies, США).

Таким образом, приведенная нами методология
позволяет комплексно изучить ответную реакцию кле-
точных структур на воздействие микрочастиц атмо-
сферного воздуха и установить закономерности
формирования окислительного стресса, индуцирован-
ного твердыми взвешенными частицами воздушной
среды. Это даст возможность разработать систему про-
гнозирования и профилактики возникновения и про-
грессирования экологозависимых заболеваний. 
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