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РЕЗЮМЕ

Цель исследования – изучить характер и степень
выраженности изменений двигательной активно-
сти ресничек мерцательного эпителия (МЭ) слизи-
стой оболочки бронхов при непосредственном
воздействии гипоосмотического стимула (дистил-
лированной воды) на бронхобиоптат в экспери-
менте in vitro. Обследовано 39 больных
бронхиальной астмой, в том числе 14 мужчин и 25
женщин, всем проведена бронхофиброскопия с био-
псией слизистой оболочки среднедолевого бронха.
Для прижизненного исследования функциональной
активности ресничек МЭ биоптат помещался в ка-
меру с питательной средой Хенкса при комнатной
температуре (+25oС). Регистрацию двигательной
активности ресничек МЭ проводили с использова-
нием микроскопа, камеры со встроенной высоко-
чувствительной цифровой полнокадровой
матрицей высокого разрешения и компьютера. За-
пись движения ресничек МЭ выполняли сразу же
после помещения биоптата на предметное стекло в
раствор Хенкса. Моделирование гипоосмотиче-
ского стресса проводили путем добавления дозато-
ром в объем 0,01 мл раствора Хенкса 0,01 мл
дистиллированной воды, после чего сразу же прово-
дили повторную запись биения ресничек и повто-
ряли ее в контрольных точках опыта – через 1, 2, 3
и 4 минуты. Установлено, что средняя частота бие-
ния ресничек МЭ колебалась в пределах от 12,2 до
2,7 Гц и составила 8,73+1,27 Гц. После добавления
в раствор Хенкса дистиллированной воды происхо-
дило снижение частоты биения ресничек до
6,51+1,71 Гц (р<0,001). Уже после 1-й минуты уста-
новлено еще более выраженное снижение частоты
биения до 5,94+1,57 Гц (на 9%) по сравнению с ис-
ходными показателями стрессовой реакции. На
протяжении 2-й, 3-й и 4-й минут наблюдения тен-
денция к снижению частоты биения ресничек МЭ
сохранялась (на 13, 15 и 17%, соответственно). К 4-
й минуте наблюдения частота биения составила
5,33+1,29 Гц и статистически достоверно (р=0,035)
отличалась от исходного значения стрессовой реак-
ции. Таким образом, результаты исследования сви-
детельствуют о выраженных изменениях
двигательной активности ресничек МЭ при воздей-
ствии гипоосмотического стимула на бронхобиоп-
тат в эксперименте in vitro. Полученные данные
позволили разработать математическую модель, ха-
рактеризующую поведение ресничек МЭ при осмо-

тическом стрессе. 
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The aim of the research is to study the character and
degree of intensiveness of changes in the motion activity
of ciliated epithelium (CE) cilia of the bronchial mucosa
at immediate effect of hyposmotic stimulus (distilled
water) on bronchial biopsy material in the experiment
in vitro. 39 patients with bronchial asthma including 14
men and 25 women were examined; all had bronchial
fiberoptic scope examination with biopsy of middle lobe
bronchus mucosa. For intravital analysis of functional
activity of CE cilia the biopsy material was put into the
chamber with Hank’s solution at indoor temperature
(+25oС). The registration of the motion activity of CE
cilia was done with the help of the microsope, the cam-
era with in-built highly sensitive digital full-frame ma-
trix of high definition and a computer. The recording
of CE cilia beating was done immediately after the
biopsy material was put on the object-plate in the
Hank’s solution. Modeling of hypoosmotic stress was
carried out by adding 0.01 ml of distilled water into 0.01
ml of Hank’s solution with the help of the dispenser;
after that there was an immediate recording of cilia
beating and it was repeated in the control moments of
the experiment in 1, 2, 3 and 4 minutes. It was found
out that the beat frequency of CE cilia fluctuated within
the range from 12.2 till 2.7 Hz and was on average
8.73±1.27 Hz. When the distilled water was added into
Hank’s solution, there was the decrease of cilia beating
frequency till 6.51±1.71 Hz (р<0.001). After the 1st

minute of the experiment the frequency of beating de-
creased till 5.94±1.57 Hz (by 9%) in comparison with
the initial values of the stress reaction. During the 2nd,
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3rd and 4th minutes of observation there was a steady
tendency of cilia beating frequency decrease (by 13, 15
and 17%, respectively). By the fourth minute of obser-
vation the beating frequency was 5.33±1.29 Hz and was
statistically different (р=0.035) from the initial value of
stress reaction. Thus the results of the research show in-
tensive changes in the motion activity of cilia at the in-
fluence of hyposmotic stimulus on bronchial biopsy
material in the experiment in vitro. Obtained data al-
lowed to develop the mathematical model which char-
acterizes the behavior of cilia under osmotic stress.

Key words: hyposmotic stimulus, osmotic stress,
bronchial ciliated epithelium, ciliated epithelium cilia mo-
tion activity.

Высокая относительная влажность окружающего
воздуха в регионах со сложными климатическими
условиями, в том числе связанными с частыми небла-
гоприятными погодными явлениями (туман, муссон-
ные дожди, наводнения, резкие суточные колебания
температуры и т.д.), а также сочетание высокой влаж-
ности и низких температур оказывают существенное
негативное влияние на организм человека [3]. У боль-
ных бронхиальной астмой (БА) на фоне высокой ла-
бильности дыхательных путей воздействие
гипоосмолярного экзогенного стимула приводит к спа-
стической реакции, что является причиной увеличения
частоты обострений и неконтролируемого течения за-
болевания [5]. Изменение осмолярности межклеточ-
ного пространства является серьезной угрозой
гомеостазу отдельной клетки и организма в целом и со-
провождается комплексом ответных реакций, именуе-
мых осмотическим стрессом. Наиболее
распространено мнение, что общий патофизиологиче-
ский механизм развития бронхоспастической реакции
в ответ на действие гипо- и гиперосмолярного тригге-
ров базируется на высвобождении провоспалительных
медиаторов тучными клетками, что прямым образом
влияет на сокращение гладкой мускулатуры дыхатель-
ных путей. Предположения ученых относительно ме-
ханизмов развития бронхоспазма и гиперсекреции
слизи, вызванных осмотическим стимулом включают
гипотезы о роли изменения электролитного баланса,
реакции со стороны клеточных элементов воспалитель-
ного процесса, нервно-рефлекторных механизмов. Су-
ществует и молекулярный компонент, опосредующий
осморецепцию, которым, как недавно было установ-
лено, является подсемейство катионных каналов с
транзиторным рецепторным потенциалом TRPV, а
именно его представители TRPV1, TRPV4 и, возможно,
TRPV2. Эти рецепторные белки широко экспрессиро-
ваны в респираторном тракте: на клетках бронхиаль-
ного эпителия, клетках воспаления (тучных клетках,
макрофагах), гладкомышечных клетках и чувствитель-
ных нервных окончаниях. Доказано, что являясь несе-
лективными проводниками ионов кальция, TRPV при
активации в различных условиях способны опосредо-
вать множество биологически значимых событий: син-
тез и секрецию воспалительных медиаторов,
гиперсекрецию муцинов, дифференцировку фибробла-
стов и сокращение гладкой мускулатуры [13, 16].

Имеются сведения о том, что нарушение осмолярности
внутрибронхиальной среды сопровождается измене-
нием осмотического градиента и ионного состава пе-
рицилиарной жидкости многорядного мерцательного
эпителия (МЭ), увеличением экспрессии эндотелина-
1 бронхиальным эпителием, активацией тучных клеток
интерстиция, секрецией нейротрансмиттеров, гиста-
мина и цитокинов [9, 11, 15, 24]. Важная роль в фор-
мировании более выраженной реакции дыхательных
путей на осмотический стимул и утрате контроля над
заболеванием отводится метаболитам оксидативного
стресса, в частности, недоокисленным продуктам пе-
рекисного окисления липидов [4, 19, 20]. Еще одним
аспектом осмотического воздействия является осмоти-
ческая регуляция секреции муцинов. Установлено, что
наряду с гиперосмотической средой, низкое осмотиче-
ское давление также способно индуцировать экспрес-
сию и секрецию MUC5AC, что сопровождается
уменьшением экспрессии гена аквапорина AQP-5 у
больных ХОБЛ [25]. Наконец, изменение осмолярно-
сти затрагивает экспрессию сотен генов, находящихся
под контролем основного транскрипционного фактора
NFAT5 [14].

Каскад указанных выше патофизиологических ре-
акций находит своё клиническое выражение в бронхо-
обструкции, нарушении мукоцилиарного клиренса,
активации кашлевого рефлекса и возрастании риска
инфицирования дыхательных путей [24]. Вполне ло-
гично предположить, что происходящее при вдыхании
влажного воздуха нарушение осмолярности внутри-
бронхиальной среды, в первую очередь, негативно от-
ражается на деятельности мукоцилиарной системы,
следствием чего является угнетение мукоцилиарного
клиренса – важного физиологического механизма за-
щиты структурных элементов и функции многих кле-
ток дыхательных путей от различного рода патогенов.
Гиперсекреторные и морфофункциональные наруше-
ния в мукоцилиарной системе могут выступать в каче-
стве одного из механизмов развития
гиперреактивности дыхательных путей. 

В связи с этим несомненный интерес вызывает из-
учение патофизиологических механизмов формирова-
ния мукоцилиарной недостаточности при воздействии
гипоосмолярного экзогенного стимула. До настоящего
времени нет четких представлений о характере морфо-
функциональных нарушений в МЭ дыхательных путей
при гипоосмолярном состоянии. Существуют лишь
единичные экспериментальные исследования, свиде-
тельствующие о происходящих морфологических из-
менениях в эпителии дыхательных путей крыс, к числу
которых относят гипертрофию эпителиоцитов с уве-
личением линейных размеров, изменения в апикальном
полюсе реснитчатых эпителиоцитов, увеличение сек-
реции бокаловидных клеток [6]. Не совсем понятно, в
какой степени обнаруженные в результате гипоосмо-
лярного воздействия структурные нарушения оказы-
вают влияние на функциональную активность
реснитчатых клеток, обеспечивающую мукоцилиар-
ный транспорт. Ответ на этот вопрос в полной мере
могут дать результаты экспериментального прижизнен-
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ного (при помещении биоптата бронхов в камеру с
культуральной средой) изучения частоты биения рес-
ничек МЭ – основного количественного параметра рес-
ничного движения.

Цель исследования – изучить характер и степень
выраженности изменений двигательной активности
ресничек МЭ слизистой оболочки бронхов при непо-
средственном воздействии гипоосмотического стимула
(дистиллированной воды) на бронхобиоптат в экспери-
менте in vitro. 

Материалы и методы исследования

Обследовано 39 больных смешанной формой брон-
хиальной астмы (J 45.8), в том числе 14 мужчин и 25
женщин. Средний возраст пациентов составил 42,1±1,6
года, длительность заболевания – 12,1±2,4 лет. По кри-
териям GINA легкое персистирующее течение астмы
диагностировано у 17 больных, среднетяжелое – у 22
пациентов. Обследование пациентов проводили в пе-
риод обострения заболевания в условиях пульмоноло-
гического отделения при условии снижения
интенсивности клинических симптомов и достижения
частичного фармакотерапевтического контроля астмы.
Протокол исследования был одобрен Комитетом по
биомедицинской этике ДНЦ ФПД. Больные знакоми-
лись с протоколом информированного согласия и под-
писывали его

Всем пациентам проведена бронхофиброскопия с
биопсией слизистой оболочки среднедолевого бронха.
Бронхоскопию выполняли аппаратом BF-1Т20 «Olym-
pus» (Япония). Выраженность воспалительного про-
цесса изучали с применением качественно-
количественного показателя – индекса активности эн-
добронхита (в % от максимального значения), учиты-
вающего комплекс эндоскопических признаков
воспаления в дыхательных путях. 

Для прижизненного исследования функциональной
активности ресничек МЭ биоптат со шпоры среднедо-
левого бронха забирался и помещался в камеру с пита-
тельной средой Хенкса при комнатной температуре
(+25�С). При помощи одноканального механического
дозатора переменного объема BIOHIT proline фирмы
«Sartorius Biohit Liquid Handling» (Финляндия) биоптат
переносили на предметное стекло с углублением в
объем 0,01 мл раствора Хенкса. Регистрацию двига-
тельной активности ресничек МЭ проводили с исполь-
зованием микроскопа Micros MC400A (Австрия),
современной камеры Sony alpha 7 (Япония) со встроен-
ной высокочувствительной цифровой полнокадровой
матрицей высокого разрешения FullHD, способной
производить запись с частотой 50 кадр/сек и компью-
тера (рис. 1). Для обработки полученного с камеры ви-
деоизображения использовали разработанные нами
алгоритмы: фиксации изображения, поиска ресничек
МЭ на изображении, регистрации движения ресничек
МЭ, работа которых в совокупности позволила автома-
тизировать процесс регистрации двигательной актив-
ности ресничек МЭ [1, 2]. Предложенные алгоритмы
функционально дополняют друг друга. Их совместное

использование позволяет уменьшить количество лож-
ных результатов при измерении частоты биения ресни-
чек МЭ.

Рис. 1. Схема работы устройства для исследования
двигательной активности ресничек МЭ. 1 – микроскоп;
2 – схема крепления; 3 – цифровая матрица; 4 – внеш-
ний накопитель информации цифровой камеры; 5 –
устройство считывания; 6 – компьютер; 7 – специ-
альная программа.

Запись двигательной активности ресничек МЭ вы-
полняли сразу же после помещения биоптата на пред-
метное стекло в раствор Хенкса в условиях,
максимально приближенных к физиологическим. Мо-
делирование гипоосмотического стресса проводили
путем добавления дозатором в объем 0,01 мл раствора
Хенкса 0,01 мл дистиллированной воды, после чего
сразу же проводили повторную запись биения ресни-
чек. С целью оценки особенностей реакции ресничек
на гипотонический стимул в зависимости от продол-
жительности инкубации в дистиллированной воде, за-
пись двигательной активности повторяли в
контрольных точках опыта – через 1, 2, 3 и 4 минуты.
Контролируемый параметр двигательной активности
ресничек МЭ – частота биения (Гц).

Статистический анализ полученного материала
проводили на основе стандартных методов вариацион-
ной статистики, с оценкой достоверности различий по
t-критерию Стьюдента (парный метод) и критерию χ2

К.Пирсона.

Результаты исследования и их обсуждение

При проведении бронхоскопии воспалительные из-
менения в трахеобронхиальном дереве выявлены у
всех 39 больных БА, вместе с тем интенсивность вос-
паления была минимальной – в пределах 1-й степени
(по 3-х балльной системе). Анализ выраженности вос-
палительного процесса с использованием качественно-
количественного показателя – индекса активности
эндобронхита (в процентах от максимального значения
– 100%), продемонстрировал низкие значения послед-
него – от 11 до 22% (14,6±1,2% от макс.). Вместе с тем,
биение ресничек МЭ на поверхности биоптата опреде-
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лено не у всех участников исследования, хотя и у абсо-
лютного большинства из них – 30 (77%) пациентов
(χ2=22,61; р<0,001). 

Средняя частота биения ресничек МЭ у этих 30 лиц
колебалась в пределах от 12,2 до 2,7 Гц и составила
8,73+1,27 Гц. Как свидетельствуют исследования дан-
ных мировой научной литературы, проведенные
А.Г.Черменским и соавт. [7], результаты изучения бие-
ния ресничек МЭ в зависимости от методов регистра-
ции и анализа частоты биения ресничек находятся в
довольно широких пределах. Частота биения ресничек
назального эпителия у здоровых людей, измеренная
фотометрическим методом, при световой микроскопии
составила 11,2-12,8 Гц, при телевизионной интерфе-
рентной контрастной микроскопии – 9,5 Гц, при ком-
пьютерной фотометрии – 7,0-8,1 Гц. При записи
фотоэлектрического сигнала с последующим преобра-
зованием Фурье частота биения ресничек составляла
7,8 Гц. В крупных бронхах частота биения ресничек
была равна 7,1 Гц и не зависела от возраста. Однако не-
которыми авторами установлены нормальные возраст-
ные диапазоны для структуры и частоты биения
ресничек МЭ. Так, M.A.Chilvers et al. [8] было прове-
дено исследование для определения структуры и ча-
стоты биения ресничек назального эпителия у 76
здоровых детей и взрослых в возрасте от 6 до 43 лет
методом браш-биопсии. Биение ресничек было запи-
сано с использованием цифровой высокоскоростной
видеокамеры, которая позволяла анализировать цили-
арный ритм и частоту биений. Структура ресничек из-
учена методом трансмиссионной электронной
микроскопии. Установлено, что средняя частота биения
для детей составила от 12,8 Гц, что было выше, чем у
взрослых (11,5 Гц; р<0,01). В общей совокупности па-
циентов 10% реснитчатой каймы имело дискинетиче-
ский тип биения ресничек, все образцы имели
признаки легкого эпителиального повреждения, ульт-
раструктурные дефекты были обнаружены менее чем
у 5% ресничек. Таким образом, и в здоровой популяции
может присутствовать локализованное эпителиальное
повреждение, вызывая области ресничной дискинезии.

Сразу после добавления в раствор Хенкса равного
объема дистиллированной воды, в общей совокупности
исследованных бронхобиоптатов установлено стати-
стически достоверное снижение частоты биения рес-
ничек (рис. 2) в среднем с 8,73+1,27 до 6,51+1,71 Гц
(р<0,001).

При наблюдении за динамикой частоты биения рес-
ничек МЭ при нахождении биоптата в дистиллирован-

ной воде в течение 4-х минут, путем фиксации показа-
ний в 4-х контрольных точках, уже после 1-й минуты
установлено еще более выраженное снижение (на 9%)
частоты биения по сравнению с исходными показате-
лями стрессовой реакции. На протяжении 2-й, 3-й и 4-
й минут наблюдения тенденция к снижению частоты
биения ресничек МЭ сохранялась, в среднем снижение
происходило на 13, 15 и 17%, соответственно. К 4-й
минуте наблюдения частота биения статистически до-
стоверно (р=0,035) отличалась от исходного значения
стрессовой реакции (рис. 3, табл.).

Рис. 2. Средняя частота биения ресничек МЭ в
общей совокупности исследованных бронхобиоптатов
при осмотическом стрессе (Гц).

Рис. 3. Динамика снижения частоты биения ресни-
чек МЭ бронхов в общей совокупности исследованных
бронхобиоптатов на протяжении 4-х минут наблюде-
ния при нахождении в гипоосмолярной среде (Гц).

Таблица
Характеристика частоты биения ресничек МЭ бронхов в общей совокупности исследованных 

бронхобиоптатов в зависимости от длительности осмотического стресса на протяжении 
4-х минут наблюдения (M±m)

Параметры
Контрольные точки

Исходная 1-я минута 2-я минута 3-я минута 4-я минута
Частота биения, Гц 6,51+1,71 5,94+1,57 5,64+1,52 5,48+1,51 5,33+1,29*
Относительное 
значение, в % от исходного 100 91,52+5,07 87,11+7,50 84,91+8,71 82,71+5,42*

Примечание: * – различия статистически достоверны по сравнению с исходными показателями (р<0,05). Для
определения статистической значимости различий парных (повторных) измерений использован парный t-критерий
Стьюдента.
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На рисунке 4 представлены характерные изменения
частоты биения ресничек МЭ на поверхности биоптата
среднедолевого бронха больного БА в зависимости от

времени инкубации препарата в дистиллированной
воде.

а) Исходная точка, частота биения 5,46 Гц.
б) Через 1 мин, частота биения 3,90 Гц.
в) Через 2 мин, частота биения 3,32 Гц.
г) Через 3 мин, частота биения 2,34 Гц.
д) Через 4 мин, частота биения 1,37 Гц.

Рис. 4. Больной Л., 45 лет. БА, легкой степени тяжести. Биопсия со шпоры среднедолевого бронха. Запись дви-
гательной активности МЭ после моделирования гипоосмолярного стресса in vitro на протяжении 4-х минут.

Полученные нами данные позволили разработать
математическую модель, характеризующую поведение
ресничек МЭ при осмотическом стрессе. 

При интерполяции одномерных данных полино-
мами 2 и 3 порядка получаем уравнения со среднеквад-

ратичной ошибкой (ошибка аппроксимации) 0,086 и
0,0036. Ошибка у полинома 3 порядка в 20 раза
меньше. Коэффициент корреляции модели и средних
данных стремится к 1 (рис. 5).

Рис. 5. Математическая модель зависимости частоты биения ресничек от длительности нахождения в гипо-
осмолярной среде.

Предлагается уравнение регрессии, отражающее
степень зависимости частоты биения ресничек от дли-
тельности нахождения в гипоосмолярной среде:

Y = -0,0228 × X3 + 0,208 × X2 - 0,763 × X + 6,52
где Y – частота биения (Гц); X – время (мин).

Среднеквадратичная ошибка составляет 0,0036.
Значимость уравнения – 99%.

Таким образом, полученные нами результаты сви-
детельствуют о выраженных изменениях двигательной

активности ресничек МЭ слизистой оболочки бронхов
при непосредственном воздействии гипоосмотиче-
ского стимула (дистиллированной воды) на бронхо-
биоптат в эксперименте in vitro. 

Механизмы нарушений мукоцилиарного транс-
порта чрезвычайно сложны. Безусловно, нельзя счи-
тать основополагающим в угнетении мукоцилиарного
транспорта только одно его звено (цилиарный аппарат
или реологию слизи). Мукоцилиарная система выпол-
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няет свою функцию благодаря слаженной работе мер-
цательного и секреторного аппарата бронхиального де-
рева. По данным L.Trout et al. [22] определяющая роль
в функционировании мукоцилиарного транспорта при-
надлежит трансмембранному движению электролитов,
поддерживающих осмотический градиент по обе сто-
роны клеточной мембраны и влияющих на абсорбцию
воды. Это обеспечивает оптимальный ионный состав
и объём перицилиарной жидкости, определяющей рео-
логические свойства слизи, такие как вязкость и эла-
стичность. D.M.Goto et al. [12] показано, что
осмотически активные препараты, например, диуре-
тики, за счет влияния на работу трансмембранных
ионных каналов в клетках респираторного эпителия
способны изменять реологические свойства слизи.
Даже незначительные изменения в слое перицилиар-
ной жидкости приводят к нарушению взаимодействия
в системе ресничка/слизь и снижению мукоцилиарного
транспорта [18]. 

В ритме сокращения ресничек определяющим яв-
ляется импульс, приводящий их к движению. При из-
учении работы ресничек было установлено, что в их
составе находится АТФ. Ресничку можно рассматри-
вать как органеллу, составленную из двух основных,
связанных друг с другом частей: собственно реснички
и базального тела. Длина реснички колеблется от 5 до
10 мкм; диаметр от 0,1 до 0,2 мкм. Мембраны ресничек
соприкасаются с плазматической мембраной клетки и
содержат специфические рецепторы и белки ионных
каналов, которые инициируют сигнальный путь. Из-
вестно, что ритмичная работа ресничек регулируется
гуморальными механизмами, практически не коорди-
нируется нервной системой и возможна даже вне орга-
низма. Предполагают, что регуляция частоты их биения
связана с мембранным потенциалом клетки [17, 22]. 

Для адекватного функционирования цилиарного ап-
парата должны соблюдаться определенные условия в
слизистой оболочке дыхательных путей, такие как до-
статочное содержание АТФ, ионов кальция, оксида
азота. Основная движущая сила ресничек МЭ – это
АТФ, от запасов которого зависит частота и длитель-
ность работы цилиарного аппарата. Как показывают
биохимические исследования, АТФ локализуется в
микротрубочках и базальных тельцах, которые играют
большую роль в реснитчатом ударе. АТФ обеспечивает
энергетические процессы моторных белков – динеино-
вых и кинезиновых моторов [21, 23]. 

Нарушение нормальной осмолярности межклеточ-
ного пространства приводит к изменениям клеточного
объема, поскольку вода и растворенные в ней вещества
начинают поступать в клетку или покидать ее, приводя
к набуханию или сморщиванию. В эксперименте пока-
зано, что под действием гипоосмолярного стимула про-
исходят изменения в эпителиальных клетках,
сопровождаясь их отечностью и увеличением клеточ-
ного давления [11]. Это приводит к растяжению мем-
браны, нарушению структуры цитоскелета и
изменению конформации мембранных белков. Измене-
ние натяжения мембраны и цитоскелета вызывают на-

рушение работы различных белковых каналов и рецеп-
торов, встроенных в мембрану. Гипотонический сти-
мул приводит к быстрому изменению осмолярности и
электролитного баланса [10] вследствие механического
набухания клетки с последующими изменениями в
электрохимическом градиенте. Скорее всего, в данной
ситуации одним из механизмов нарушения функцио-
нальной активности МЭ бронхов может являться сни-
жение образования АТФ в митохондриях клетки и
нарушение процессов окислительного фосфорилиро-
вания.
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