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Избирательное влияние легочного 

сурфактанта на разные субпопуляции 

альвеолярных макрофагов при туберкулезе

Исследовано влияние экзогенного легочного сурфактанта на ультраструктуру различных субпопуляций альвеолярных макрофагов в услови-

ях химиотерапии экспериментального туберкулеза легких морских свинок. Показано, что введение животным экзогенного природного сур-

фактанта дополнительно к химиотерапии нормализует гетерогенный состав альвеолярных макрофагов, оказывая стимулирующий эффект 

на их созревание и фагоцитарную активность. На культуре моноцитарных клеток человека линии ТНР-1 продемонстрировано, что экзо-

генный сурфактант также способствует появлению в культуре более зрелых по своей морфологии и фагоцитарной активности макрофа-

гальных клеток.
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Введение

Система мононуклеарных фагоцитов — ключевое 

звено в патогенезе туберкулезного воспаления, развитие 

и исход которого зависят от функционального статуса 

ее элементов. К настоящему времени накоплен значи-

тельный фактический материал, свидетельству-

ющий о непосредственном участии легочного сурфак-

танта в процессах захвата и переработки макрофа-

гами различных объектов фагоцитоза [1–4]. По резуль-

татам экспериментальных исследований, при развитии 

туберкулезного воспаления функциональная актив-

ность фагоцитирующих мононуклеаров поддержива-

ется на достаточно высоком уровне до тех пор, пока 

в альвеолах сохраняется высокое содержание фосфо-

липопротеидов сурфактанта [5–7]. Установлено, что 

белковые молекулы сурфактанта избирательно взаимо-

действуют с рецепторами макрофагов, что и ускоряет 

фагоцитоз микобактерий [8, 9]. По мере прогрессиро-

вания туберкулезного воспаления и затухания внутри-

клеточной выработки сурфактанта альвеолоцитами 

II типа активность фагоцитарной функции альвео-

лярных макрофагов снижается. В популяции этих клеток 

накапливаются молодые биосинтезирующие макрофаги 

со слаборазвитым лизосомальным аппаратом и без выра-

женных признаков фагоцитоза, что является диагности-

ческим признаком активности туберкулезного процесса 

[10, 11]. Возрастает число зрелых макрофагов с незавер-

шенным фагоцитозом, что способствует длительному 

персистированию возбудителя в организме хозяина. 

Для повышения эффективности химиотерапии туберку-

леза органов дыхания необходим поиск дополнительных 
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путей воздействия, направленных как на нормализацию 

популяционного состава макрофагальных клеток, 

так и на повышение фагоцитарной активности зрелых 

клеток. В связи с этим представляется перспективным 

использование препаратов легочного сурфактанта 

(природного стимулятора активности альвеолярных 

макрофагов), т.к. возможно его влияние на различные 

субпопуляции этих клеток.

Цель исследования: установить характер стимулиру-

ющего влияния экзогенного легочного сурфактанта на 

разные субпопуляции альвеолярных макрофагов в усло-

виях туберкулезного воспаления.

Задачи исследования состояли в том, чтобы изучить:

 • стимулирующее влияние экзогенного сурфактанта 

на молодые биосинтезирующие макрофаги в целях 

нормализации популяционного состава этих клеток 

в условиях химиотерапии экспериментального тубер-

кулеза;

 • влияние экзогенного сурфактанта на фагоцитирую-

щие альвеолярные макрофаги в условиях химиотера-

пии экспериментального туберкулеза;

 • характер влияния экзогенного сурфактанта на моно-

цитарно-макрофагальные клетки in vitro.

Материалы и методы

Для экспериментального изучения влияния легочного 

сурфактанта на макрофагальные элементы в легочной 

ткани и материале бронхоальвеолярного лаважа полу-

чили классическую модель генерализованного туберку-

леза у 45 морских свинок, которым подкожно в паховую 

область вводили по 0,001 мг вирулентной культуры 

Mycobacterium tuberculosis штамма Н
37

Rv. Все опытные 

животные были разделены на 3 группы:

 • 1 — зараженные и нелеченые морские свинки — 

спонтанное течение туберкулезного процесса;

 • 2 — зараженные морские свинки, получавшие изо-

ниазид в дозе 25 мг/кг ежедневно внутрижелудочно 

в течение 3 мес;

 • 3 — зараженные морские свинки, получавшие изо-

ниазид внутрижелудочно в дозе 25 мг/кг и отече-

ственный препарат натурального сурфактанта (С-БЛ, 

ООО «Биосурф», Россия) ингаляционно в течение 

3 мес.

Введение С-БЛ осуществляли ежедневно в течение 

1 мес и через день в течение последующих 2 мес. 

Препарат распыляли 20 мин в ингаляционной камере 

с использованием ультразвукового ингалятора «Ингпорт» 

(Россия), генерирующего частицы аэрозоля от 0,5 

до 5 мкм. Лечение животных начинали через 2 нед 

от момента заражения. С-БЛ ингалировали из расчета 

100 мг на 5 морских свинок в камере размером 

45×25×28 см. В качестве контрольной группы использо-

вали 10 интактных животных.

Забой животных осуществляли внутрибрюшинным 

введением тиопентала натрия. Правое легкое фиксиро-

вали 10% формалином, заключали в парафин и исполь-

зовали для гистологического подтверждения развития 

туберкулеза.

Кусочки левого легкого фиксировали 2,5% 

раствором глутарового альдегида на 0,1 М какоди-

латном буфере (рН 7,2–7,4), дофиксировали 1% ОsО
4
 

и заключали в эпон-аралдит. На ультратонких срезах, 

контрастированных цитратом свинца, с помощью 

электронного микроскопа «JEM-100В» (Япония) 

изучали ультраструктурную организацию макрофа-

гальных элементов.

Кроме того, части морских свинок (по 10 животных 

в каждой группе) выполняли бронхоальвеолярный лаваж, 

материал которого использовали для определения числа 

и жизнеспособности легочных макрофагов, подсчета 

относительного процентного содержания биосинтези-

рующих макрофагов, отражающих активность тубер-

кулезного воспаления и эффективность проводимого 

лечения.

Для экспериментов в условиях in vitro применяли 

перевиваемую культуру острой моноцитарной лейкемии 

человека линии ТНР-1. Культивирование моноцитов 

проводили на стеклах в чашках Петри с использованием 

среды RPMI-1640, содержащей 10% эмбриональной теля-

чьей сыворотки, в атмосфере, обогащенной 5% углекис-

лого газа. Для дифференцировки моноцитов в макрофаги 

in vitro использовали препарат форболового эфира (PMA) 

в концентрации 10–7 М (Sigma, США).

Для изучения фагоцитарной активности макрофагов 

в культуральную среду на 2 ч добавляли латексные 

шарики, меченные флуоресцеин изотиоцианатом 

(FITC) (Sigma, США). Затем клетки в течение 20 мин 

фиксировали 10% параформальдегидом на фосфатно-

солевом буфере (рН 7,2–7,4), докрашивали ядерным 

красителем DAPI. Оценку состояния лизосомального 

компартмента проводили методом прижизненного 

окрашивания акридиновым оранжевым. Для оценки 

фагоцитарной активности клеток вся клеточная попу-

ляция была разбита на 2 подгруппы. В первую подгруппу 

входила субпопуляция клеток, которые не содержали 

частицы латекса или содержали единичные частицы. 

Ко второй подгруппе отнесли субпопуляцию клеток, 

цитоплазма которых была заполнена латексными шари-

ками. Подсчет клеток выполняли на 100 полей зрения, 

выбранных случайным образом. Препараты просма-

тривали в лазерном сканирующем конфокальном 

микроскопе «SPE» (Leica, Германия). Подсчет фаго-

цитарного индекса (определялся процент фагоцити-

ровавших клеток от общего числа клеток) проводился 

по результатам 3 экспериментов. Статистическая обра-

ботка данных выполнена с использованием непараме-

трической статистики с применением пакета программ 

STATISTIСA v.6.0. Отличия считались достоверными 

по сравнению с контролем при р  0,05.

Результаты

Туберкулезное воспаление у нелеченых морских 

свинок характеризуется образованием в легких множе-

ственных эпителиоидно-клеточных гранулем и более 

крупных очагов казеозного некроза, окруженных слоем 

грануляционной ткани. Периваскулярно и периброн-

хиально определяются крупные клеточные инфиль-

траты, содержащие мононуклеары, незрелые макро-

фаги и нейтрофильные лейкоциты. Зрелые макрофаги 

чаще всего определяются в просветах альвеол и альве-

олярных ходов, где они формируют скопления. Они 

содержат фагосомные вакуоли с клеточным детритом, 

включениями нейтральных липидов и осмиофиль-

ного пластинчатого материала, что характерно для 
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Таблица. Цитологическая характеристика макрофагов бронхоальвеолярного лаважа больных туберкулезом морских свинок, получав-

ших противотуберкулезные препараты и сурфактант-БЛ

Группы животных Число АМ в 1 мл 

БАЛ × 106

Относительное 

содержание АМ 

в цитограмме, %

Жизнеспособность 

АМ, %

Относительное 

содержание 

биосинтезирующих 

АМ, %

I. Интактные (контроль) 0,65±0,012 91,08±0,09 95,87±0,435 13,61±0,70

II. Больные туберкулезом

Нелеченные (3 мес в поле зрения)

Леченные (3 мес, ПТП)

Леченные (3 мес, ПТП+С-БЛ)

0,898±0,039***

0,814±0,024***

0,725±0,034*

52,71±0,10***

81,82±0,39**

88,18±0,24

42,82±0,230***

72,07±0,935**

90,81±0,656

41,52±0,91***

29,72±0,83**

18,61±0,34

Примечание. Достоверность: * — р ≤0,05; ** — р ≤0,01; *** — р ≤0,001 (по сравнению с контролем). БАЛ — бронхоальвеолярный лаваж, 

С-БЛ — препарат натурального сурфактанта, ПТП — противотуберкулезные препараты, АМ — альвеолярные макрофаги.

Рис. 1. Ультраструктурная организация альвеолярных макрофагов в легочной ткани зараженных морских свинок: нелеченых (а), лечен-

ных одним изониазидом (б) или в комплексе с С-БЛ (в): а – молодой биосинтезирующий макрофаг с хорошо развитыми элементами 

пластинчатого комплекса, содержащий первичные лизосомы (ув. 46000); б – молодой и зрелый макрофаги с умеренно развитой кле-

точной поверхностью, небольшим числом первичных и вторичных лизосом (ув. 21000); в – молодой и зрелый макрофаги с большим 

числом длинных псевдоподий, первичных и вторичных лизосом, рядом располагаются мембраны сурфактанта (ув. 21000). 

Примечание. ММ – молодой макрофаг, ЗМ – зрелый макрофаг, ПК – пластинчатый комплекс, Л – лизосомы, МС – мембраны сурфак-

танта, ФВ – фагосомная вакуоль, Я – ядро.

а

б в
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неактивного туберкулезного воспаления у нелеченных 

животных.

По данным нашего исследования, жизнеспособ-

ность легочных макрофагов у нелеченных морских 

свинок составляла 42,82+0,230%, что более чем 

в 2 раза ниже нормы (табл.). Снижение относитель-

ного процентного содержания этих клеток в цито-

грамме лаважа сопровождалось значительным повы-

шением в составе популяции молодых биосинтези-

рующих клеток (41,52+0,910 против 13,61+0,700%). 

Последние имели диаметр 18–25 мкм, содержали 

в цитоплазме хорошо развитые канальцы грану-

лярной цитоплазматической сети и много свободных 

полирибосом. Элементы пластинчатого комплекса 

в таких клетках можно было видеть одновременно 

в двух и более зонах, где также располагались мелкие 

первичные лизосомы (рис. 1 а). Вторичные лизосомы 

и фагосомы в макрофагах этого типа практически не 

определялись или были представлены единичными 

структурами.

После 3 мес лечения изониазидом в легких морских 

свинок очаги туберкулезного воспаления не определялись, 

но сохранялись отдельные перибронхиальные и множе-

ство мелких периваскулярных клеточных инфильтратов. 

В их составе можно было обнаружить макрофагальные 

элементы различной степени зрелости. Большинство 

клеток имело умеренно развитую клеточную поверх-

ность, небольшое число первичных и вторичных лизосом 

(рис. 1 б). В зрелых фагоцитах встречались крупные фаго-

сомные вакуоли, тогда как в биосинтезирующих макро-

фагах они по-прежнему не определялись.

Общее число макрофагов в бронхоальвеолярном 

лаваже оставалось достоверно высоким (0,814±0,024 

против 0,650±0,012×106 в норме), хотя и имело тенденцию 

к снижению по сравнению с нелечеными животными 

(см. табл.).

а б

в г

Рис. 2. Изменение морфологии моноцитарных клеток человека линии ТНР-1 в процессе макрофагальной дифференцировки: 

1-е сутки (а), 3-и сутки (б), 5-е сутки (в), 7-е сутки (г). Масштабный отрезок 20 мкм. 
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Жизнеспособность альвеолярных макрофагов 

к концу курса химиотерапии во 2-й группе состав-

ляла 72,07±0,935%, тогда как у здоровых животных — 

95,87±0,435%. Относительное процентное содер-

жание этих клеточных элементов в лаваже остава-

лось ниже контрольных значений. В легких сохраня-

лось достоверно высокое содержание молодых биосин-

тезирующих макрофагов — 29,72±0,83% (в интактном 

контроле — 13,61±0,70%), что свидетельствует о недо-

статочной эффективности проводимой химиотерапии 

у этих животных.

Легкие животных 3-й группы, получавших в течение 

3 мес изониазид и С-БЛ, имели наиболее близкое 

к норме гистологическое строение. Во внутриальвео-

лярных просветах и на поверхности альвеолярного 

эпителия располагались зрелые альвеолярные макро-

фаги и их скопления, содержащие в фагосомах мате-

риал фосфолипидной природы. Они имели хорошо выра-

женные профили цитоплазматической сети и пластин-

чатого комплекса, содержали развитый лизосомальный 

аппарат. Биосинтезирующие макрофаги выявляли при 

электронно-микроскопическом исследовании животных 

2-й группы. Многие клетки имели хорошо развитую 

клеточную поверхность с длинными цитоплазматиче-

скими выростами и признаками формирования фаго-

сомных вакуолей (рис. 1 в). В цитоплазме содержались 

не только первичные, но и отдельные вторичные лизо-

сомы, а также фагосомы. Рядом с такими клетками 

можно было видеть мембранный материал сурфактанта. 

Именно в этой группе наблюдения содержание и жизне-

способность макрофагов бронхоальвеолярного лаважа 

практически не отличались от интактного контроля 

(см. табл.). Показательным являлось и относительно 

небольшое число присутствующих в легких биосин-

тезирующих макрофагов (18,61±0,94%), что указывает 

на выраженную эффективность комплексного лечения 

в этой группе.

Таким образом, экзогенный легочный сурфактант 

способствует повышению жизнеспособности макро-

фагов, нормализует популяционный состав этих клеток 

и активирует начальные этапы фагоцитоза в молодых 

формах макрофагов.

Форболовый эфир — один из традиционных индук-

торов дифференцировки моноцитарных клеток в макро-

фагальные элементы. При индукции клеток линии 

ТНР-1 форболовым эфиром подавляющее большинство 

моноцитов, находившихся во взвеси, адгезировали на 

подложку уже через сутки после начала воздействия 

(рис. 2 а). К 3-м сут на стеклах обнаруживали как моно-

цитоподобные клетки, так и хорошо распластанные 

отростчатые макрофаги, появлялись многоядерные 

клетки (рис. 2 б). На 5–7-е сут после начала дифференци-

ровки большинство клеток приобрело вытянутую отрост-

чатую морфологию (рис. 2 в, г): то есть по мере увели-

чения сроков дифференцировки моноцитарных клеток 

в макрофагальные происходили существенные изме-

нения в морфологическом статусе клеток. На 5–7-е сут 

макрофагальной дифференцировки для культуры ТНР-1 

было характерным появление полярных отростчатых 

макрофагов длиной до 100 мкм.

Было показано, что введение С-БЛ приводит к появ-

лению полярных отростчатых макрофагов длиной свыше 

80 мкм уже на 3-и сут дифференцировки (23,45 против 

8% в контроле). Именно такие клетки отличаются повы-

шенной фагоцитарной активностью, поскольку цито-

плазма в них более интенсивно заполнена шариками 

латекса (рис. 3 а, б). Фагоцитарный индекс в присутствии 

С-БЛ возрастает в 1,75 раза (с 8±0,4 до 14±0,6%). Ранее 

проведенное исследование лизосомного компартмента 

в макрофагальных клетках линии ТНР-1 показало, что 

в процессе дифференцировки (на 5–7-е сут) проис-

ходит перераспределение лизосомного компартмента от 

околоядерной области к плазматической мембране [12]. 

В присутствии С-БЛ локализация лизосомного компар-

тмента характеризуется преимущественно диффузным 

распределением по всей цитоплазме уже на 3-и сут 

дифференцировки в отличие от контрольных клеток, 

в которых лизосомы сохраняют преимущественно около-

ядерную локализацию (рис. 3 в, г).

Таким образом, добавление экзогенного сурфактанта 

к незрелым моноцитарным клеткам обусловливает появ-

ление в культуре уже на 3 сут дифференцировки более 

зрелых по своей морфологии и фагоцитарной активности 

макрофагальных клеток.

Рис. 3. Локализация экзогенных частиц латекса и лизосомного компартмента в макрофагальных клетках человека линии ТНР-1 в кон-

троле (а, в) и при введении С-БЛ (б, г). а – диффузное распределение отдельных частиц латекса (включения зеленого цвета) по цито-

плазме, б – интенсивное заполнением латексом (включения зеленого цвета) длинных отростков клетки, в – околоядерная локализа-

ция лизосом (красно-оранжевого цвета), г – распределение лизосом (красно-оранжевого цвета) по всей цитоплазме.

Примечание.  Я – ядро, Л – лизосомы. Масштабный отрезок 10 мкм.

а б в г
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Обсуждение

Таким образом, на моделях in vivo и in vitro удалось 

показать, что легочный сурфактант оказывает непосред-

ственное влияние как на созревание, так и на фагоци-

тарную активность макрофагальных клеток. Введение 

экзогенного сурфактанта способствует повышению 

жизнеспособности макрофагов, нормализации их популя-

ционного состава и активации начальных этапов фагоци-

тоза в молодых биосинтезирующих макрофагах. Данные 

о влиянии разных препаратов сурфактанта на диффе-

ренцировку макрофагов получены и другими авторами 

на модели моноцитов крови [7] и альвеолярных макро-

фагов здоровых животных [4]. Ранее нами на материале 

макрофагов бронхоальвеолярного лаважа, полученных 

от больных активным диссеминированным туберкулезом 

органов дыхания, было показано, что введение С-БЛ 

активирует клеточную поверхность и развитие лизосом-

ного компартмента [13].

Важным моментом является многофакторный 

эффект экзогенного легочного сурфактанта на разные 

этапы фагоцитарной функции макрофагов: активацию 

клеточной поверхности с формированием многочис-

ленных псевдоподий и лизосомного аппарата с распре-

делением его элементов по всей цитоплазме. При этом 

легочный сурфактант не только активирует фагоцитоз 

в макрофагах, но и стимулирует появление в цитоплазме 

макрофагов большего числа лизосом, и что особенно 

важно — фаголизосом, т.е. способствует более полному 

завершению процесса фагоцитоза. Активация слияния 

фагосом с лизосомами может быть связана с присут-

ствием в составе С-БЛ белка SP-D, который стимули-

рует образование фаголизосом в макрофагальных клетках 

человека, инфицированных M. tuberculosis [9]. Другой 

апопротеин — SP-A — повышает способность альвео-

лярных макрофагов поглощать фосфолипиды сурфак-

танта [3].

Зарегистрирован положительный эффект приме-

нения препарата легочного сурфактанта во фтизиатри-

ческой практике. Так, включение С-БЛ в схему этио-

тропного лечения позволяет нормализовать макрофа-

гальную формулу легких [11], снизить бактериовыделение 

у больных с деструктивным туберкулезным процессом 

[14]. В настоящее время разработан новый методиче-

ский подход использования препаратов сурфактанта в 

комплексном лечении больных деструктивным туберку-

лезом органов дыхания [15].

Заключение

Данные, полученные в настоящем исследовании, 

позволяют установить пути влияния экзогенного сурфак-

танта на гетерогенную макрофагального популяцию в 

условиях туберкулезного воспаления и получить лучший 

эффект лечения по сравнению с обычной химио-

терапией.

Работа поддержана грантом РФФИ 11-04-01518а.
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