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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ 
ИММУНОЛОГИЯ

Аннотация
Цель. Определить длительность системной эндотелиаль-
ной дисфункции кровеносных сосудов при инфицирова-
нии вирусом гриппа A(H3N2). 
Материалы и методы. Эксперимент выполнен на крысах 
стока Wistar, заражённых интраназально (и/н) штаммом 
вируса гриппа (ВГ) А/Port Chalmers/1/1973 (H3N2). Доза 
ВГ составляла 6,5 lg ЭИД50/мл. На 30-е, 60-е и 90-е сутки 
после заражения экспериментальные животные выводи-
лись из эксперимента путём наркотизации (n=5); крысам 
из контрольной группы и/н вводили среду DMEM. Вирус-
ную нагрузку определяли в гомогенатах тканей лёгких 
и брыжейки экспериментальных животных, используя 
куриные эмбрионы. Для определения уровня экспрессии 
эндотелиальной NO-синтазы (eNOS) в клетках интимы 
(эндотелиоцитах) кровеносных сосудов брыжейки жи-
вотных применяли иммуногистохимическую реакцию 
и последующий морфометрический анализ. Показатели 
вазомоторной функции эндотелия кровеносных сосудов 
брыжейки изучали, используя миографию.
Результаты. Вирус гриппа A(H3N2) в гомогенатах тканей 
лёгких и брыжейки заражённых крыс через 30-90 суток не 
обнаруживался. Уровень экспрессии eNOS в клетках сосу-
дистого эндотелия брыжейки заражённых крыс был сни-
жен на 25,36% через 30 дней и снижен на 16,95% (p<0,05) 
через 60 суток. Максимальный ответ кровеносных со-
судов брыжейки заражённых крыс на вазоконстриктор 
снижался на 15,02% (p<0,05) через 60 дней и повышался 
на 32,39% (p<0,01) через 90 суток. 
Вывод. При заражении экспериментальных животных 
штаммом вируса гриппа A(H3N2) развивается длительная 
системная эндотелиальная дисфункция кровеносных 
сосудов. 

Summary
Objective of the study. To determine the duration of systemic 
endothelial dysfunction of blood vessels in influenza A(H3N2) 
virus infection.
Materials and methods.  The study involved intranasal infection 
of Wistar rats with influenza A/Port Chalmers/1/1973 (H3N2) 
virus at a dose of 6.5 lg EID₅₀/mL. The animals were euthanized 
on days 30, 60, and 90 post-infection (n=5). The control 
group received intranasal DMEM and was euthanized at the 
same time intervals. Viral infectivity in lung and mesentery 
homogenates was assessed using embryonated chicken eggs. 
The level of endothelial NO-synthase (eNOS) expression 
in the endothelium of mesentery blood vessels in rats was 
studied using immunohistochemical analysis followed by 
morphometry. Vasomotor function of the mesenteric blood 
vessels endothelium was studied using myography.
Results. Influenza A(H3N2) virus was not detected in the 
lung or mesentery tissues of infected rats in the long-term 
period. A decrease in eNOS in the endothelium of mesenteric 
blood vessels of infected rats by 25.36% and 16.95% (p<0.05) 
was recorded on days 30 and 60, respectively. The maximum 
response of mesenteric blood vessels from infected rats to 
a vasoconstrictor decreased by 15.02% (p<0.05) on day 60 
and increased by 32.39% (p<0.01) on day 90 compared to the 
control.
Conclusion. The data obtained indicates that influenza 
A(H3N2) virus causes prolonged systemic endothelial 
dysfunction in the blood vessels.
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Введение
Долгое время считалось, что поражение сер-

дечно-сосудистой системы при гриппе носит вто-
ричный характер и развивается опосредованно 
– вследствие гипоксии и оксидативного стресса 
[1,2]. Однако за последние два десятилетия были 
получены данные, свидетельствующие о прямом 
цитопатическом действии, оказываемом виру-
сами гриппа (ВГ) типа А на клетки эндотелия. 
Так, в исследованиях in vitro было показано, что 
различные субтипы ВГ типа А (H1N1, H3N2 и 
H5N1) способны инфицировать культуры кле-
ток эндотелия кровеносных сосудов человека 
(HUVEC, HMLEC и EA.hy926), обуславливая их 
активацию и апоптоз [3-5]. 

Результаты экспериментов in vitro нашли под-
тверждение в проведённых нами исследованиях in 
vivo. В частности, у экспериментальных животных 
(крысы стока Wistar) при их заражении ВГ A(H1N1)
pdm09 обнаруживали активацию клеток интимы 
сосудов (эндотелиоцитов) лёгких и брыжейки как 
в остром периоде гриппа (1 и 4 сутки), так и в от-
далённые сроки – на протяжении 60 дней после 
заражения. Данные изменения затрагивали мор-
фологию клеток, экспрессию важных для сосуди-
стого гомеостаза эндотелиальных белков, таких как 
эндотелиальная NO-синтаза (eNOS) и ингибитор 
активатора плазминогена 1-го типа (PAI-1), а также 
вазомоторную активность [6,7]. Таким образом, 
полученные данные указывают на развитие дли-
тельной эндотелиальной дисфункции (ЭД), приво-
дящей к системным нарушениям функциональных 
свойств эндотелиоцитов кровеносных сосудов.

Важно отметить, что ЭД может становиться 
причиной развития атеросклероза, артериальной 
гипертензии, ишемической болезни сердца, а так-
же является одной из первопричин избыточной 
смертности при гриппе, в первую очередь среди 
пациентов из группы риска. При этом динамика 
развития и продолжительность ЭД, индуциро-
ванной вирусом гриппа А подтипа H3N2, оста-
ются недостаточно изученными.

Целью данного исследования явилось опреде-
ление длительности системной эндотелиальной 
дисфункции кровеносных сосудов при индуци-
ровании вирусом гриппа A(H3N2).

Материалы и методы
Лабораторные животные. Для эксперимента 

использовали 30 крыс-самцов стока Wistar, мас-
сой 210±31 граммов (Питомник лабораторных 
животных РАН «Рапполово», Россия). Протокол 
исследования (№ 31 от 21.10.2024 г.) был согла-
сован и одобрен биоэтической комиссией ФГБУ 
«НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева». 

Все манипуляции и процедуры, выполненные 
в рамках данного исследования с участием экс-
периментальных животных, соответствовали 
этическим стандартам, принципам Базельской 
декларации, а также рекомендациям.

Вирус. Для заражения животных использова-
ли ВГ А/Port Chalmers/1/1973 (H3N2), который 
был предварительно адаптирован к половоз-
релым крысам стока Wistar. Показатель инфек-
ционной активности данного ВГ составил 6,5 lg 
ЭИД50/мл.

Моделирование экспериментальной грип-
позной инфекции. Крыс из трёх эксперимен-
тальных и трёх контрольных групп (n=5) предва-
рительно наркотизировали севофлураном (Abbot 
Laboratories, Великобритания) и интраназально 
заражали ВГ A(H3N2) (объём 0,1 мл). Животных 
выводили из эксперимента через 30, 60 и 90 суток. 
Крысам из контрольных групп интраназально 
вводили 0,1 мл питательной среды DMEM (Био-
лот, Россия). 

Определение вирусной нагрузки ВГ в гомо-
генатах лёгких и брыжейки. У эксперименталь-
ных животных после выведения их из опыта 
проводили забор лёгких и брыжейки с целью 
гомогенизации по стандартной методике [6]. 
Полученный супернатант инокулировали в ал-
лантоисную полость куриных эмбрионов в раз-
ведениях 10-1–10-3. После инкубации (48 ч, при 
температуре 36°С) куриные эмбрионы вскрывали 
в стерильных условиях, отбирали жидкость из 
аллантоисной полости и исследовали на наличие 
ВГ в реакции гемагглютинации по общепринятой 
методике.

Иммуногистохимическое исследование. Для 
детекции и последующего определения уровня 
экспрессии эндотелиальной NO-синтазы (eNOS) 
в клетках интимы кровеносных сосудов брыжей-
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ки были использованы мышиные моноклональ-
ные антитела (ab76198, Abcam, США). Для этого 
часть тканей брыжейки помещали в пробирки 
с формалином на 1-2 сут. для фиксации. Затем 
проводили гистологическую проводку материала 
с его последующей заливкой в блоки с парафи-
ном. Срезы толщиной 4 мкм, помещённые на 
предметные стёкла, инкубировали с anti-eNOS 
антителами (1:1000). Изучаемый антиген вы-
являли с использованием системы для детекции 
(Dako, Дания).

Морфометрическое исследование. С целью 
изучения количественного показателя экспрес-
сии eNOS применяли программу NIS-Elements 
(Nikon, Япония). Уровень экспрессии определял-
ся как соотношение суммарной интенсивности 
сигнала к площади позитивного окрашивания в 
зоне интереса. Учёт интенсивности сигнала был 
проведён в диапазоне 0-105 (для синего канала).

Определение вазомоторной функции крове-
носных сосудов брыжейки. У эксперименталь-
ных животных из брыжейки выделяли по три 
артерии 3-го порядка по стандартной методике 
[6]. В последующем сосуды были монтированы в 
камерах проволочного миографа.

Для анализа ответа дозозависимого ответа 
артерий на вазоконстрикцию и вазодилатацию 
применяли фенилэфрин и ацетилхолин соот-
ветственно.

При описании кривых дозозависимого ответа 
сосудов на вазоконстриктор и вазодилататор ис-
пользовали два параметра: 

1) ЕС50 – концентрация агониста, введение 
которой индуцирует эффект, равный половине 
максимального ответа артерии; 

2) Emax – максимальный ответ артерии. Пока-
затели интегрального ответа артерий на агонист 
служили основой для определения площади под 
кривой (area under curve; AUC).

Статистический анализ данных осущест-
вляли, используя программу GraphPad Prism 8. 
Для сравнения двух экспериментальных групп 
между собой осуществлялось при помощи теста 
Стьюдента или Манна-Уитни. При p<0,05 нуле-
вую гипотезу отклоняли.

Результаты
Определение вирусной нагрузки ВГ в го-

могенатах лёгких и брыжейки. На всех сроках 
эксперимента инфекционно активные вирионы 
исследуемого вируса гриппа A(H3N2) в тканях 
как лёгких, так и брыжейки не обнаруживались. 

Анализ экспрессии эндотелиальной NO-
синтазы в клетках интимы кровеносных сосу-
дов брыжейки. Результаты иммуногистохимиче-
ского исследования по детекции эндотелиальной 
NO-синтазы (eNOS) в отдалённом периоде грип-
па представлены на рис. 1.

Рис. 1. Сравнение экспрессии eNOS в клетках интимы сосудов брыжейки крыс в группе контроля через 30 (1), 
60 (2) и 90 суток (3), а также крыс, заражённых ВГ А(H3N2), через 30 (4), 60 (5) и 90 суток (6) (ув. ×200 для А-В, 
×400 для Г-Е; окрашивание с использованием DAB-хромогена)

Экспериментальная иммунология: Длительность системной эндотелиальной дисфункции кровеносных сосудов...
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В ходе морфометрического анализа было вы-
явлено значимое снижение уровня экспрессии 
эндотелиальной NO-синтазы в клетках интимы 
кровеносных сосудов брыжейки эксперименталь-
ных животных через 30 и 60 суток на 25,36% и 
16,95% соответственно (рис. 2).

Анализ вазомоторной функции артерий 
брыжейки. Снижение ответа артерий брыжей-
ки экспериментальных животных на 15,02% на 
фенилэфрин обнаруживалось через 60 сут., тогда 
как через 90 сут. выявляли повышение макси-
мального ответа сосудов на 32,39% (табл. 1).

Как видно из рис. 3, со стороны артерий 
брыжейки экспериментальных животных через 
30 сут. после заражения определяли снижение от-
вета на средние и предмаксимальные концентра-
ции фенилэфрина: на 99,8% при концентрации 
-6,5 log (p<0,001); на 93,66% при концентрации 
-6,3 log (p<0,001); на 56,84% при концентрации 
-6 log (p<0,05); на 44,63% при концентрации -5,5 
log (p<0,01); на 25,31% при концентрации -5,3 
log (p<0,01) по сравнению с контролем. В свою 
очередь, через 60 дней наблюдалось снижение 
ответа артерий брыжейки на предмаксимальные 
и максимальные концентрации: на 42,35% при 
концентрации -5,8 log (p<0,05); на 51,47% при 
концентрации -5,5 log (p<0,001); на 29,16% при 
концентрации -5,3 log (p<0,05); на 23,68% при 
концентрации -5,5 log (p<0,05). Важно отметить, 
что через 90 дней после инфицирования отмеча-
ли повышение ответа артерий брыжейки крыс 
на максимальные концентрации фенилфэрина: 
на 32,33% при концентрации -5,3 log (p<0,05) и 
на 32,39% при концентрации -5,5 log (p<0,01) по 
сравнению с контролем. 

В свою очередь, со стороны артерий брыжей-
ки выявляли снижение ответа на минимальные 
и средние концентрации ацетилхолина через 30 
дней после заражения: на 91,24% при концентра-

ции -7 log (p<0,01); на 72,18% при концентрации 
-6,5 log (p<0,01); на 53,83% при концентрации 
-6,3 log (p<0,01); на 41,74% при концентрации 
-6 log (p<0,05) по сравнению с контролем. Через 
60 дней регистрировали снижение ответа на 
средние концентрации ацетилхолина: на 27,4% 
при концентрации -6 log (p<0,05); на 22,09% при 
концентрации -5,9 log (p<0,05); на 16,11% при 
концентрации -5,8 log (p<0,05). Статистически 
значимых изменений через 90 дней не выявлено.

Таким образом, ответ кровеносных сосудов 
крыс на ацетилхолин был изменён на протя-
жении 60 дней после инфицирования, тогда 
как изменения ответа сосудов на фенилэфрин 
регистрировали в течение всего периода иссле-
дования (3 мес.).

Анализ показателей интегрального ответа ар-
терий брыжейки в опытной и экспериментальной 
группах на фенилэфрин и ацетилхолин выявил 
следующие изменения: 

1) снижение интегрального ответа на фени-
лэфрин через 30 и 60 сут.; 

2) снижение интегрального ответа на ацетил-
холин через 30 сут.

Рис. 2. Экспрессии eNOS в интиме кровеносных 
сосудов брыжейки крыс 
Mean±S.D., *p<0,05 по сравнению с контролем, t-критерий Стьюдента, n=5

Таблица 1. Анализ вазомоторной функции артерий брыжейки крыс (Mean±S.E.M., *p<0,05, **p<0,01 
при сравнении показателей между собой и контролем через 30, 60 и 90 суток, U-критерий Манна-Уитни, по три 
сосуда от каждого животного, n=5) 

Агонисты Фенилэфрин Ацетилхолин 
Группа log EC50, M Emax, % log EC50, M Emax, %
Контрольная группа
30 суток -5,73±0,04 122,63±6,22 -6,25±0,07 94,56±1,29
60 суток -5,87±0,04 111,35±9,95 -6,16±0,08 97,52±1,29
90 суток -5,48±0,37 69,03±3,72 -5,65±0,17 97,60±0,89
Опытная группа
30 суток -5,48±0,16 107,26±14,11 -5,89±0,08** 99,96±0,29
60 суток -5,84±0,15 84,98±5,18* -5,88±0,05* 100,51±0,26
90 суток -5,53±0,08 91,39±6,39** -5,91±0,12 98,07±1,05
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Рис. 3. Дозозависимые кривые артерий брыжейки крыс 
Mean±S.E.M., *p<0,05 по сравнению с контролем, U-критерий Манна-Уитни, 
n=5. 1, 3, 5 – фенилэфрин-индуцируемая вазоконстрикция; 2, 4, 6 – ацетил
холин-индуцируемая вазодилатация.

Обсуждение
Известно, что инфицирование ВГ клеток эн-

дотелия приводит к их активации, в результате 
чего возникает транзиторное изменение морфо-
логии и экспрессии множества эндотелиальных 
факторов, регулирующих процессы вазодилата-
ции и вазоконстрикции, ангиогенеза, коагуля-
ции и фибринолиза, воспалительного, а также 
иммунного ответа [8]. Кроме того, в ходе био-
информатического анализа было установлено, 
что у белков исследуемого ВГ A(Н3N2) имеются 
многочисленные аминокислотные фрагменты, 
характеризующиеся высокой гомологичностью 
по отношению к последовательностям в составе 
ключевых белков системы гемостаза (фактор 
фон Виллебранда, эндотелиальная NO-синтаза, 
рецептор эндотелина, ингибитор активатора 
плазминогена-1 и пр.) [9].

Важно отметить, что активация и повреж-
дение эндотелиоцитов при тяжёлом течении 
гриппа также развивается на фоне цитокинемии, 
оксидативного стресса и/или гипоксии [1,2]. Та-
ким образом, ВГ может активировать эндотелий 
как за счёт прямого цитопатического действия, 
так и опосредованно, в результате воздействия 
на клетки высоких концентраций провоспали-
тельных цитокинов (ФНО-α, ИЛ-1β), активных 
форм кислорода и азота или на фоне снижения 
содержания кислорода в крови и тканях.

В свою очередь, гиперактивация клеток эн-
дотелия приводит к целому спектру изменений, 
включая морфологические, рецепторные и био-
химические, что в конечном счёте повреждает 
эндотелиоциты и приводит к развитию ЭД [10]. 
По современным представлениям ЭД – это дли-
тельная и стойкая дисрегуляция экспрессии 
ряда эндотелиальных факторов, регулирующих 
сосудистый и тканевой гомеостаз [11]. «Краеу-
гольным камнем» ЭД можно считать значимое 
снижение продукции и/или биодоступности 
оксида азота (NO), который выполняет ряд са-
ногенных функций [12]. Поддержание концен-
трации NO на оптимальном уровне происходит 
за счёт ферментативной активности эндотели-
альной NO-синтазы (eNOS). Снижение уровня 
eNOS при гриппе является важным маркером 
как активации, так и дисфункции эндотелия [2,7].

Важно отметить, что ЭД является одним из 
ведущих факторов риска, а также важным па-
тогенетическим звеном таких сердечно-сосуди-
стых патологий как атеросклероз, артериальная 
гипертензия, ишемический инсульт и некоторых 
других заболеваний [8,12,13]. Таким образом, 
гриппозная инфекция может являться не толь-
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ко триггером, но также и отягощать течение 
имеющихся заболеваний кардиоваскулярной 
системы.

В ходе ранее проведённых исследований было 
показано, что подтипы ВГ A(H1N1)pdm09 и 
A(H3N2) вызывают инфицирование и вследствие 
цитопатического эффекта обуславливают из-
менения морфологии и функциональной актив-
ности со стороны клеток интимы кровеносных 
сосудов лёгких крыс в остром периоде инфекции 
(в первые 4 дня) с элиминацией вируса на 7-е 
сутки после заражения [7]. Также было установ-
лено, что ВГ A(H1N1)pdm09 способствует раз-
витию длительного изменения функциональной 
активности кровеносных сосудов брыжейки крыс 
системного характера, что выражается в сниже-
нии экспрессии эндотелиальной NO-синтазы и 
нарушениях ответа сосудов брыжейки на вазо-
констриктор фенилэфрин и вазодилататор аце-
тилхолин на протяжении не менее 60-ти суток. 
В свою очередь, экспериментальные данные о 
возможном развитии длительной эндотелиаль-
ной дисфункции при заражении ВГ A(H3N2) 
отсутствуют.

В настоящем исследовании изучали длитель-
ность эндотелиальной дисфункции кровенос-
ных сосудов брыжейки крыс при заражении ВГ 
А(H3N2) через 30, 60 и 90 суток. У животных, 
заражённых ВГ А(H3N2), репликация вируса 
в тканях лёгких, а также брыжейки на вышеу-
помянутых сроках отсутствовала. Со стороны 
клеток интимы кровеносных сосудов брыжейки 
гистопатологических изменений в ходе исследо-
вания не выявляли. Это согласуется с данными 
предыдущих исследований и указывает на то, что 
активная репродукция ВГ A(H3N2) и A(H1N1)
pdm09 наблюдается только на протяжении пер-
вых 4-х дней [7]. 

Анализ уровня экспрессии эндотелиальной 
NO-синтазы в интиме сосудов брыжейки экс-
периментальных животных, инфицированных 

ВГ A(H3N2), выявил снижение экспрессии дан-
ного эндотелиального фактора на протяжении 
2-х месяцев, с последующим восстановлением 
экспрессии через 3 месяца. При заражении крыс 
ВГ A(H1N1)pdm09 также отмечали схожую ди-
намику изменения уровня экспрессии eNOS – 
снижение показателя на протяжении 2-х месяцев 
с восстановлением через 90 суток [7]. Таким об-
разом, ВГА вне зависимости от подтипа вызывает 
длительное снижение экспрессии eNOS на си-
стемном уровне с последующей нормализацией 
только к 3-му месяцу.

Важно подчеркнуть, что наблюдаемое сни-
жение экспрессии эндотелиальной NO-синтазы 
сочетается со снижением эндотелий-опосредо-
ванного ответа артерий брыжейки на ацетилхо-
лин на протяжении 2-х мес. Таким образом, ВГ 
A(H3N2) обуславливает длительные системные 
изменения вазодилатации, что подтверждает 
развитие длительной вазомоторной ЭД. 

В отношении вазоконстрикции регистри-
ровали снижение ответа сосудов брыжейки на 
средние и предмаксимальные концентрации 
фенилэфрина через 30 суток, а также снижение 
ответа сосудов брыжейки на средние и макси-
мальные концентрации фенилэфрина через 60 
суток. В свою очередь, через 90 суток наблюдали 
выраженное повышение ответа сосудов на мак-
симальные концентрации фенилэфрина. 

При анализе интегрального ответа кровенос-
ных сосудов брыжейки крыс на ацетилхолин уда-
лось выявить снижение данного показателя через 
30 суток после заражения ВГ A(H3N2), тогда как 
ВГ A(H1N1)pdm09 вызывал снижение через 60 
сут. Интегральный ответ сосудов на фенилэфрин 
был значимо повышен через 30 и через 60 суток 
после заражения ВГ A(H3N2), тогда как штамм ВГ 
A(H1N1)pdm09 индуцировал повышение ответа 
сосудов на фенилэфрин только на протяжении 
первых 30-ти суток.

Заключение
ВГ A(H3N2) способен опосредовать длитель-

ную системную ЭД, на что указывает снижение 
уровня экспрессии eNOS в интиме кровеносных 
сосудов брыжейки, а также выраженные из-
менения вазомоторной функции кровеносных 
сосудов брыжейки на протяжении не менее 2-х 
мес. Столь длительная ЭД может приводить к 
развитию различных осложнений со стороны 
сердечно-сосудистой системы, а также обуслав-
ливать «дополнительную» смертность от гриппа, 
особенно у пациентов с сердечно-сосудистыми 
заболеваниями.

Рис. 4. Анализ интегрального ответа артерий 
брыжейки крыс 
Mean±S.E.M., *p<0,05 по сравнению с контролем, U-критерий Манна-Уитни, n=5.
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