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Резюме
Введение. Вирус гриппа (ВГ) А может инфицировать клетки эндотелия кровеносных сосудов и вызывать активацию 

и/или дисфункцию эндотелия. Ранее нами было показано, что ВГ А(H1N1)pdm09 приводит к изменениям функциональ-
ной активности кровеносных сосудов разных сосудистых регионов, а также вызывает различные морфопатологические 
изменения кровеносных сосудов легких крыс линии Вистар в остром периоде инфекции. Цель – изучить длительность 
системных нарушений вазомоторной функции эндотелия микрососудов, вызванных ВГ A(H1N1)pdm09. Материалы 
и методы. Крыс линии Вистар интраназально инфицировали ВГ А/Санкт-Петербург/48/16 (H1N1)pdm09. Через 1, 4, 
7, 14, 21, 30, 60 и 90 дней крыс (n=5) наркотизировали и проводили некропсию с извлечением брыжейки и легких. 
Уровень экспрессии эндотелиальной синтазы оксида азота (eNOS) определяли в эндотелии кровеносных сосудов 
брыжейки с помощью иммуногистохимического анализа. Изучение вазомоторной активности артерий брыжейки про-
водили с помощью проволочного миографа. Инфекционную активность ВГ определяли в тканях легких и брыжейки. 
В качестве контроля выступали интактные животные на тех же временных промежутках. Результаты. ВГ А(H1N1)
pdm09 вызывает снижение экспрессии eNOS на 13–39 % на протяжении 60 дней после инфицирования (p<0,05). Кроме 
того, ВГ также снижает максимальный ответ артерий брыжейки на вазодилататор на 74–108 % на протяжении 21 дня 
(p<0,0001) и снижает ответ на 16–26 % через 30 и 60 дней после инфицирования (p<0,0001) соответственно, а также 
увеличивает максимальный ответ артерий на вазоконстриктор на 26–57 % на протяжении 30 дней (p<0,05). Стоит от-
метить, что столь длительные изменения наблюдаются при элиминации вируса из легких животных уже к 7-му дню 
после инфицирования. Заключение. Таким образом, при экспериментальной инфекции, вызванной ВГ A(H1N1)pdm09 у 
крыс линии Вистар, наблюдается длительная дисфункция эндотелия, которая характеризуется: снижением экспрессии 
eNOS в клетках эндотелия микрососудов брыжейки на протяжении 60 дней после инфицирования, а также снижени-
ем ответа микрососудов брыжейки на вазодилататор и повышением ответа на вазоконстриктор на протяжении 60 и 
30 дней соответственно. Регистрируемые изменения со стороны функциональной активности микрососудов брыжейки 
инфицированных крыс возникают в отсутствие вируса гриппа в тканях и сосудах брыжейки, а также на фоне полной 
элиминации вируса из легких животных к 7-му дню после заражения.

Ключевые слова: крысы линии Вистар, вирус гриппа A(H1N1)pdm09, эндотелиальная дисфункция микрососудов, 
эндотелиальная синтаза оксида азота (eNOS), иммуногистохимический анализ, проволочная миография
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Введение
Гриппозная инфекция занимает одно из доми-

нирующих положений в структуре инфекционных 
заболеваний как по количеству больных, так и по 
наносимому экономическому ущербу [1].

Первые данные, указывающие на возможность по-
ражения кардиоваскулярной системы при гриппозной 
инфекции были опубликованы клиницистами еще в 
середине XX века [2–4]. Так, в эпидемиях гриппа 
1918–1920, 2009 и 2015–2016 гг. отмечалась особенно 
тяжелая клиническая картина в виде геморрагий на 
кожных покровах и слизистых оболочках, острого 
респираторного дистресс-синдрома, синдрома дис-
семинированного внутрисосудистого свертывания, 
геморрагического отека легких и мозга [5–8]. Гемор-

рагический синдром, как правило, характерен для 
тяжелых, а также фульминантных форм гриппозной 
инфекции и чаще связан с ВГ А(H1N1)pdm09 [9].

Известно, что вирусы гриппа способны инфици-
ровать клетки эндотелия кровеносных сосудов за 
счет наличия на их поверхности сиаловых кислот с 
α2-3- и α2-6-гликозидной связью [10–12]. Так, было 
показано, что ВГ А, включая подтипы A(H1N1)pdm09 
и A(H3N2), способен приводить к апоптозу клеток 
эндотелия, а также изменять морфологию и экспрес-
сию эндотелиальных факторов в культуре клеток эн-
дотелия кровеносных сосудов человека HUVEC и 
EA.hy926 [13–16]. Кроме того, было показано, что 
ВГ A(H1N1)pdm09 в экспериментальной инфекции 
у крыс линии Вистар вызывал морфопатологиче-
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Summary
Introduction. The influenza A virus (IAV) can infect vascular endothelial cells and cause activation and/or dysfunction of 

the endothelium. Previously, we have shown that the influenza A(H1N1)pdm09 virus leads to alteration in functional activity 
of blood vessels in different vascular beds, and also causes various histopathological changes in pulmonary blood vessels of 
Wistar rats in the acute period of infection. Aim – to study the duration of systemic alteration in vasomotor function of micro-
vascular endothelium caused by the influenza A(H1N1)pdm09 virus. Materials and methods. The Wistar rats were intranasally 
infected with the influenza A/St. Petersburg/48/16 (H1N1)pdm09 virus and at 1, 4, 7, 14, 21, 30, 60 and 90 days post infection 
(dpi) they were anesthetized and necropsied. The expression level of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) was determined 
in mesenteric vascular endothelium by immunohistochemistry. The vasomotor activity of the mesenteric arteries was studied 
using wire myography. Results. The influenza A(H1N1)pdm09 virus causes a decrease in eNOS expression by 13–39 % within 
60 dpi (p<0.05). In addition, the influenza virus also reduces the maximal response of mesenteric arteries to the vasodilator by 
74–108 % within 21 days (p<0.0001) and reduces the response by 16–26 % within 30 and 60 dpi (p<0.0001), respectively, and 
also increases the maximum response of the arteries to the vasoconstrictor by 26–57 % within 30 dpi (p<0.05). It should be 
noted that such long-term changes are observed while virus is eliminated by the 7th dpi. Conclusion. The influenza A(H1N1)
pdm09 virus causes long-term endothelial dysfunction in the Wistar rats which is characterized by the reduced expression of 
eNOS in mesenteric microvascular endothelium within 60 dpi, decrease of the maximal response of mesenteric microvessels 
to vasodilator within 60 dpi and increase of the maximal response to vasoconstrictor within 30 dpi. Alterations of systemic 
functional activity of mesenteric microvessels in rats infected with influenza A(H1N1)pdm09 virus are registered in absence 
of the reproduction of virus in mesenteric blood vessels while virus is eliminated from pulmonary tissues by the 7th dpi.

Keywords: Wistar rats, influenza A(H1N1)pdm09 virus, microvascular endothelial dysfunction, endothelial nitric oxide 
synthase (eNOS), immunohistochemistry, wire myography
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ские изменения стенки кровеносных сосудов легких, 
а также существенные изменения функциональной 
активности кровеносных сосудов легких в остром 
периоде инфекции [17, 18]. Выявленные изменения 
со стороны эндотелиоцитов как in vitro, так и in vivo 
указывают на развитие дисфункции эндотелия (ДЭ) 
при гриппозной инфекции.

В свою очередь, ДЭ рассматривают как одну из 
ведущих причин развития сердечно-сосудистых 
патологий [19–22], что согласуется с данными, по-
казавшими положительную корреляционную связь 
между эпидемиями гриппа и ростом числа госпи-
тализированных пациентов с сердечно-сосудисты-
ми заболеваниями. Кроме того, во время эпидемий 
гриппа, а также после их окончания регистрируется 
избыточная смертность у пациентов из групп риска, 
в особенности с острыми и хроническими патоло-
гиями кардиоваскулярной и дыхательной систем 
[23, 24]. Также существует гипотеза, что пандемия 
гриппа 1918–1920 гг., вызванная вирусом гриппа 
A(H1N1), стала причиной значительного подъема 
сердечно-сосудистых заболеваний в первой поло-
вине XX века [25].

Цель: изучить длительность системных наруше-
ний вазомоторной функции эндотелия микрососудов, 
при экспериментальной инфекции, вызванной виру-
сом гриппа A(H1N1)pdm09.

Материалы и методы исследования
Лабораторные животные. Для исследования ис-

пользовали крыс линии Вистар (самцы в возрасте 
4–6 недель и весом 200–250 граммов). Крысы со-
держались в отдельном боксе с целью исключить 
контакт с другими лабораторными животными. Ус-
ловия содержания крыс были стандартными: пол-
ный пищевой рацион, соответствующий суточным 
нормативам питания для данного вида животных; 
суточный свето-темновой режим 12:12. Работа с 
животными проводилась с соблюдением принципов 
гуманного обращения с животными, регламентиро-
ванных требованиями Европейской конвенции по 
содержанию, кормлению и уходу за подопытными 
животными (Страсбург, 1986), а также выведению 
их из эксперимента и последующей утилизации и 
была одобрена комитетом по биоэтике ФГБУ «НИИ 
гриппа им. А. А. Смородинцева» Минздрава России 
(протокол № 03 от 24.01.2023 г.). В ходе эксперимента 
было использовано 60 животных, распределенных 
на 12 групп.

Вирус. В исследовании использовали ВГ А/ Санкт-
Петербург/48/16 (H1N1)pdm09, предварительно адап-
тированный к половозрелым крысам. На последнем 
пассаже инфекционная активность ВГ составляла 
6,6 lg ЭИД50/мл. Титр гемагглютинирующей актив-
ности вируса в реакции гемагглютинации составлял 
1:1024 [26].

Экспериментальная гриппозная инфекция. Жи-
вотных из каждой экспериментальной группы (n=5) 
после наркотизации изофлураном интраназально 
инфицировали ВГ в объеме 0,2 мл. Через 1, 4, 7, 14, 
21, 30, 60 и 90 дней после инфицирования крыс по-
вторно наркотизировали и подвергали некропсии с 

целью выделить ткани легких и брыжейки. Живот-
ным контрольной группы под анестезией интрана-
зально вводили по 0,2 мл среды α-MEM с последу-
ющей наркотизацией и некропсией через 1, 30, 60 и 
90 дней (n=5). 

Инфекционная активность ВГ в тканях легких и 
брыжейки. Ткани легких взвешивали в стерильной 
чашке Петри, помещали в центрифужную пробирку 
и добавляли среду α-MEM (соотношение 1:10). За-
тем ткани гомогенизировали, а полученный 10 % 
гомогенат осаждали центрифугированием в течение 
10–15 минут (1000×g). Ткани брыжейки помещали в 
центрифужную пробирку, добавляли 1 мл α-MEM, 
после чего гомогенизировали и центрифугировали 
(10 мин, 1000×g). Полученный супернатант использо-
вали для инокуляции 10–12-дневных куриных эмбри-
онов. Для этого готовили десятикратные разведения 
вируса в 9 мл буферно-солевого раствора, вводили по 
0,2 мл вируссодержащей жидкости разведений от 10–1 

до 10–9, используя для каждого разведения по 5 эмбри-
онов. Куриные эмбрионы инкубировали в термостате 
при температуре 36 °С в течение 48 ч. По истечении 
срока инкубации из каждого эмбриона отбирали по 
100 мкл аллантоисной жидкости, которую помещали 
в лунки планшета для иммунологических реакций. 
В каждую лунку добавляли по 100 мкл суспензии ку-
риных эритроцитов. Через 30–40 минут контакта при 
комнатной температуре, после оседания эритроцитов 
в контроле, проводили учет реакции гемагглютинации. 
Инфекционную активность рассчитывали по методу 
Рида и Менча и выражали как lg ЭИД50/мл [27].

Иммуногистохимическое исследование. Для ис-
следования использовали ткани легких вместе с 
внутрилегочными кровеносными сосудами, а также 
ткани и кровеносные сосуды брыжейки. Материал 
фиксировали в формалине в течение 1–2 дней при 
комнатной температуре. Гистологическая проводка 
выполнялась с использованием автоматического про-
цессора Tissue-Tek VIP5 (Sakura, США) в изопро-
пиловом спирте. С готовых гистологических блоков 
изготавливали срезы толщиной 5 мкм, которые поме-
щали на предметные стекла с адгезивным покрытием 
(Thermo Fisher Scientific, США). Для детекции вируса 
гриппа А в тканях и кровеносных сосудах легких 
и брыжейки инфицированных крыс использовали 
первичные мышиные моноклональные антитела к 
нуклеопротеину (NP) вируса гриппа А (Clone 6D11), 
полученные в отделе биотехнологии ФГБУ «НИИ 
гриппа им. А.А. Смородинцева». Для определения 
уровня экспрессии эндотелиальной синтазы оксида 
азота (eNOS) использовали моноклональные мыши-
ные антитела (Abcam, США, ab76198). Инкубацию 
срезов с первичными антителами в соотношении 
1:500 и 1:100 для eNOS и NP соответственно прово-
дили на протяжении 1 часа при комнатной темпера-
туре во влажной камере. Для детекции исследуемо-
го антигена в аутопсийном материале использовали 
систему визуализации (Dako, Дания), включающей 
в себя реакцию с DAB-хромогеном.

Морфометрическую обработку полученных 
снимков проводили в программе Nis-Elements BR 
4,40 (Nikon, Япония) при постоянных настройках 
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с использованием бинаризации по синему каналу 
в автоматическом режиме с постоянными значени-
ями порога [28]. 

В качестве основного исследуемого параметра был 
выбран параметр суммарной интенсивности (сумма 
интенсивности всех пикселей изучаемого объекта в 
поле зрения), поделенный на площадь заполнения; 
интенсивность экспрессии eNOS определяли в диа-
пазоне регистрации сигнала между минимальными 
и максимальными значениями – 0–105. 

Вазомоторную активность кровеносных сосудов 
брыжейки изучали на многоканальном проволочном 
миографе (DMT 620M, Дания). Сразу после эвтана-
зии животных брыжейку немедленно извлекали и 
помещали в чашку Петри, заполненную охлажден-
ным раствором Кребса-Хензеляйта со следующим 
составом [мМ]: NaCl 119, KCl 4,7, KH2PO4 1,17, CaCl2 
1,6, MgSO4 1,2, NaHCO3 25, глюкоза 5,5, ЭДТА 0,03.

Артерии брыжейки крыс монтировали в камере 
миографа при помощи двух проволок. От каждого 
животного исследованию подвергали по 3 сосуда 
3-го порядка. Данные сосуды представляют собой 
микрососуды с диаметром 200–500 мкм, регулиру-
ющие поступление крови в обменные микрососуды 
4-го порядка, диаметр которых в среднем составляет 
50–150 мкм [29, 30].

После нормализации трансмурального давления 
(до 13,3 кПа) производили активацию сократитель-
ных механизмов посредством инкубации в гипер-
калиевом растворе Кребса–Хенселейта ([мМ]: NaCl 
78,2, KCl 60, KH2PO4 1,17, CaCl2 1,6, MgSO4 1,2, 
NaHCO3 25, глюкоза 5,5, ЭДТА 0,03). Для иссле-
дования сократительной активности использовали 
протокол кумулятивного дозозависимого ответа 
на фенилэфрин. Сосуд инкубировали в камере со 
ступенчато увеличивающейся концентрацией фени-
лэфрина (ФЭ) от 10–7 до 10–5 М. Для исследования 
эндотелий-зависимого расслабления осуществляли 
предварительное сокращение сосуда фенилэфри-
ном на 60 % от максимального в ходе протокола 

дозозависимого сокращения. Затем производили 
инкубацию с ацетилхолином (АХ) по аналогичной 
сократительному ответу схеме. Регистрация данных 
производилась программой LabChart 8. Для полу-
ченных кривых рассчитывали концентрацию, обе-
спечивающую 50 % максимального ответа артерий 
на агонист (ЕС50, мкМ) и величину максимально-
го ответа (Emax, %), а также площадь под кривой 
«концентрация-ответ» (AUC). Полученные данные 
подвергали нормализации перед статистической об-
работкой.

Статистическую обработку данных проводили 
при помощи программного обеспечения GraphPad 
Prism 8 с использованием однофакторного дисперси-
онного анализа (ANOVA), а также метода нелиней-
ной регрессии. Для представления полученных дан-
ных использовали среднее арифметическое (Mean), 
стандартное отклонение (SD) и стандартную ошибку 
среднего (SEM). Оценку статистической значимости 
проводили с помощью U-критерия Манна–Уитни и 
критерия Даннета. Различия считали статистически 
значимыми для значений p<0,05. 

Результаты исследования и их обсуждение
Клинические симптомы. В ходе исследования 

у крыс cтока Вистар в контрольной и эксперименталь-
ной группах клинических симптомов не наблюдалось.

Инфекционная активность ВГ в тканях легких и 
брыжейки крыс. Результаты оценки инфекционного 
титра ВГ в тканях легких и брыжейки крыс через 1, 
4, 7, 14, 21, 30, 60 и 90 дней после инфицирования 
представлены в табл. 1. 

Спустя 1 день после инфицирования титр ВГ 
в тканях легких составлял 6,8 lg ЭИД50/мл. Через 
4 дня инфекционная активность вируса значительно 
снижалась и составляла 2,3 lg ЭИД50/мл. На после-
дующих временных интервалах (через 7, 14, 21, 30, 
60 и 90 дней) в тканях легких, а также на протяже-
нии всего периода исследования в тканях брыжейки 
инфекционная активность ВГ не регистрировалась. 

Таблица 1
Инфекционный титр вируса гриппа А/Санкт-Петербург/48/16 H1N1(pdm09) в тканях легких и брыжейки ин-

фицированных крыс (Mean±SD, *p<0,05 по сравнению с контролем, критерий Манна–Уитни, n=5)
Table 1

Infectious titer of the influenza A/St. Peterburg/48/16 (H1N1)pdm09 virus in pulmonary and mesenteric tissues  
of infected rats (Mean±SD, *p<0,05 compared with the control, Mann–Whitney U-test, n=5)

Время после  
инфицирования  

(дни)

Инфекционный титр вируса гриппа (lg ЭИД50/мл)

Инфицированные крысы Контроль

Легкие Брыжейка Легкие Брыжейка

1 6,8±0,3* 0,0±0,0

0,0±0,0 0,0±0,0
4 2,3±0,3* 0,0±0,0
7 0,0±0,0 0,0±0,0
14 0,0±0,0 0,0±0,0
21 0,0±0,0 0,0±0,0
30 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0
60 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0
90 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0
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В тканях легких и брыжейки крыс контрольной груп-
пы ВГ не обнаруживали.

Детекция нуклеопротеина (НП) ВГ А в тканях и 
сосудах легких и брыжейки крыс. Для подтверждения 
репродукции вируса в кровеносных сосудах легких 
крыс проводили детекцию нуклеопротеина ВГ А. Как 
видно из рис. 1, НП обнаруживали только через 1 и 
4 дня после инфицирования, что соответствует дан-
ным по изучению инфекционного титра ВГ в тканях 
легких (табл. 1). Также НП детектировали в мерцатель-
ном эпителии бронхиол и в альвеолах. Иммуногисто-
химическое исследование не выявило присутствие NP 
антигена вируса гриппа через 7 дней после инфици-
рования, а также на последующих временных сроках.

Исследование экспрессии eNOS в кровеносных со-
судах брыжейки крыс, инфицированных ВГ А(H1N1)
pdm09 в динамике. На рис. 2 представлена экспрессия 
eNOS через 1, 4, 7, 14, 21, 30, 60 и 90 дней после 
инфицирования. 

Как видно из рис. 3, экспрессия eNOS была сни-
жена на протяжении всего периода исследования. 
С целью количественного определения уровня экс-
прессии eNOS в эндотелии кровеносных сосудов 
брыжейки крыс использовали отношение параме-
тра суммарной интенсивности сигнала к площади 
заполнения (табл. 2, 3).

Как видно из данных табл. 2 уровень экспрессии 
eNOS в эндотелии кровеносных сосудов на всем про-
тяжении исследования был снижен по сравнению с 
контролем: через 1 день на 22,5 %, через 4 дня на 
20,08 %, через 7 дней на 16,62 %, через 14 дней на 
16,12 % и через 21 день на 13,35 % (p<0,05). 

Как видно из данных табл. 3, уровень экспрессии 
eNOS в эндотелии кровеносных сосудов был снижен 
на 32,13 % через 30 дней и на 39,24 % через 60 дней 
(p<0,05). Восстановление уровня экспрессии eNOS 
до контрольных значений наблюдалось только к 
 90-му дню после инфицирования.

На рис. 3 представлен уровень экспрессии eNOS 
в эндотелии кровеносных сосудов брыжейки крыс, 
инфицированных ВГ в динамике.

Оценка вазомоторной активности артерий бры-
жейки крыс, инфицированных ВГ А(H1N1)pdm09. 
Для оценки эндотелий-зависимого расслабления 
артерий использовали вазодилататор ацетилхолин. 
В качестве вазоконстриктора использовали фени-
лэфрин. Показатели вазомоторной активности арте-
рий брыжейки крыс, инфицированных ВГ А(H1N1)
pdm09, в динамике представлены в табл. 4.

Так, максимальный ответ артерий брыжейки на 
фенилэфрин был увеличен по сравнению с контро-
лем: на 29,77 % через 1 день после инфицирования 

а б

в г
Рис. 1. Иммуногистохимический анализ локализации нуклеопротеина ВГ А в кровеносных сосудах легких крыс в контроле (а)  

и через 1 (б), 4 (в) и 7 дней (г) после инфицирования (ув. ×200 для A, B, D; ×400 для С)
Fig. 1. Immunohistochemical assay of nucleoprotein localization of IAV in the pulmonary blood vessels of control rats (a) and infected 

rats at 1 dpi (б), 4 dpi (в) and 7 dpi (г) (magnification ×200 for A, B, D; ×400 for С)
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(p<0,05), на 36,07 % через 4 дня (p<0,001), на 57,54 % 
через 7 дней (p<0,001), на 26,61 % через 21 день и на 
46,75 % через 30 дней. Увеличение чувствительности 
артерий к вазоконстриктору наблюдалось через 7, 30 
и 90 дней. 

В свою очередь, максимальный ответ артерий 
брыжейки на ацетилхолин был резко снижен по срав-
нению с контролем: на 96,79 % через 1 день после ин-
фицирования, на 74,1 % через 4 дня, на 77,94 % через 
7 дней, на 81,33 % через 14 дней, на 108,82 % через 

 а
 

в б

 г  е д

 ж  и з

Рис. 2. Экспрессия eNOS в эндотелии кровеносных сосудов брыжейки крыс в контроле (а) и инфицированных ВГ А(H1N1)
pdm09 через 1, 4, 7, 14, 21, 30, 60 и 90 дней после инфицирования (б–и) (ув. ×200, ×400; окрашивание гематоксилином и эозином)

Fig. 2. The eNOS expression in the mesenteric vascular endothelium of the control (a) and infected rats at 1, 4, 7, 14, 21, 30, 60 and 90 
dpi (б–и) (magnification ×200, ×400; H&E staining)

Таблица 2
Уровень экспрессии eNOS в эндотелии кровеносных сосудов брыжейки крыс, инфицированных вирусом 

A(H1N1)pdm09, через 1, 4, 7, 14 и 21 день (Mean±SD, у. е.)
Table 2

The eNOS expression in the mesenteric vascular endothelium of the rats infected with the influenza A(H1N1)pdm09  
virus at 1, 4, 7, 14 and 21 dpi (Mean±SD, conventional units)

Экспрессия eNOS в эндотелии кровеносных сосудов брыжейки крыс, инфицированных ВГ A(H1N1)pdm09  
(суммарная интенсивность сигнала/площадь заполнения)

День Контроль (n=5) Инфицированные крысы (n=5)

1-й

806,57±19,29

625,09±120,7**
4-й 644,58±99,62**
7-й 672,47±95,19*
14-й 676,5±77,84**
21-й 698,85±24,34***
* – p<0,05; ** – p<0,01; *** – p<0,001 по сравнению с контролем, критерий Даннета, 10 сосудов от каждого животно-
го, n=5.
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21 день. Через 30 и 60 дней также регистрировали 
снижение максимального ответа, но несколько менее 
выраженное: на 16,15 % и 22,6 % соответственно. 
Увеличение чувствительности артерий к вазодила-
татору не регистрировали.

Результаты кумулятивного дозозависимого ответа 
артерий брыжейки крыс на вазоконстриктор и вазо-
дилататор в динамике представлены на рис. 4.

На рис. 5 представлены данные по интегральному 
ответу артерий брыжейки крыс, инфицированных ВГ 
в динамике. 

Как видно из рис. 5, интегральный ответ арте-
рий на вазодилататор был значительно снижен на 
протяжении первых трех недель после инфицирова-
ния (p<0,05). Также снижение интегрального ответа 
на ацетилхолин наблюдали через 60 дней (p<0,05). 
В свою очередь, ответ артерий брыжейки инфициро-
ванных крыс на фенилэфрин был повышен в течение 
первых 4 дней, а также через 30 дней после инфици-
рования (p<0,05).

Грипп представляет собой высококонтагиозную 
острую вирусную инфекцию, которая ежегодно вы-
зывает от 3 до 5 миллионов случаев тяжелых ре-
спираторных заболеваний, из которых до 650 тысяч 
заканчиваются летальным исходом [1]. Инфицируя 
преимущественно клетки респираторного тракта, 
вирусы гриппа также могут инфицировать клет-

ки эндотелия кровеносных сосудов [10–12], что 
приводит к активации или дисфункции эндотелия 
[31, 32].

Следует отметить, что активация и дисфункция 
эндотелия представляют собой близкие, но не тож-
дественные понятия [33]. Так, активация эндотелия 
характеризуется изменением фенотипа клеток в ре-
зультате повышения экспрессии генов, кодирующих 
провоспалительные, вазоконстрикторные и протром-
богенные эндотелиальные факторы [32–34]. Актива-
ция эндотелия при гриппе может возникать как при 
непосредственном внедрении вируса в клетку, так и 
в ответ на высокие концентрации некоторых провос-
палительных цитокинов (ФНО, ИЛ-1) в кровеносном 
русле [31, 32, 35]. 

В свою очередь, ДЭ характеризуется стойким 
изменением структуры и/или функциональной ак-
тивности эндотелия, приводящим к нарушению со-
судистого тонуса, тромбозу и другим осложнениям 
[33, 36]. Одним из наиболее важных последствий ДЭ 
является снижение синтеза и/или биодоступности 
оксида азота (за счет снижения активности eNOS), 
который не только является самым мощным эндо-
генным вазодилататором, но также обладает анти-
микробным, противовоспалительным, антиатеро-
генным, антипролиферативным и антиагрегантным 
действием [37–40].

Таблица 3
Уровень экспрессии eNOS в эндотелии кровеносных сосудов брыжейки крыс, инфицированных ВГ A(H1N1)

pdm09 через 30, 60 и 90 дней (Mean±SD, у. е.)
Table 3

The eNOS expression in the mesenteric vascular endothelium of the rats infected with the influenza A(H1N1)pdm09 
virus at 30, 60 and 90 dpi (Mean±SD, conventional units)

Экспрессия eNOS в эндотелии кровеносных сосудов брыжейки крыс, инфицированных вирусом гриппа A(H1N1)pdm09  
(суммарная интенсивность сигнала/площадь заполнения)

День Контроль (n=5) Инфицированные крысы (n=5)

30-й 757,48±29,63 514,09±178,3*
60-й 709,74±24,56 431,19±199,8*
90-й 680,45±19,88 677,74±11,07
* – p<0,05 по сравнению с контролем, критерий Манна–Уитни, 10 сосудов от каждого животного, n=5.

  а б
Рис. 3. Экспрессия eNOS в клетках эндотелия кровеносных сосудов брыжейки крыс, инфицированных ВГ А(H1N1)pdm09 
(Mean±SD): * – p<0,05, ** – p<0,01, *** – p<0,001 по сравнению с контролем, критерий Даннета для (а), критерий Манна–Уитни для (б),  

10 сосудов от каждого животного, n=5
Fig. 3. The eNOS expression in the mesenteric vascular endothelial cells of the rats infected with the influenza A(H1N1)pdm09 virus (Mean±SD): 

* – p<0.05, ** – p<0.01, *** – p<0.001 compared with the control rats, Dunnett’s test (а), Mann–Whitney U-test (б), 10 blood vessels of 5 rats in every group
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ДЭ одновременно рассматривают как одно из ос-
новных неспецифических звеньев патогенеза как и 
фактор риска развития различных заболеваний сер-
дечно-сосудистой системы, включая атеросклероз, 
гипертонию, гипертрофическую кардиомиопатию, 
ишемический инсульт и другие патологии [19–22].

В настоящем исследовании изучали длитель-
ность системного влияния вируса гриппа A/Санкт-
Петербург/48/16 (H1N1)pdm09 на кровеносные со-
суды брыжейки крыс линии Вистар через 1, 4, 7, 14, 
21, 30, 60 и 90 дней.

Изучение инфекционной активности ВГ в тканях 
легких и брыжейки животных показало, что актив-
ная репродукция вируса наблюдалась на протяжении 
первых 96 ч и только в тканях легких. Так, инфек-
ционный титр вируса в гомогенатах легких крыс 
через 1 день после инфицирования составил 6,8 lg 
ЭИД50/мл и снижался через 4 дня до 2,3 lg ЭИД50/мл. 
С целью подтвердить репродукцию ВГ в тканях и 
кровеносных сосудах легких и брыжейки проводили 
иммуногистохимическое исследование с детекцией 
нуклеопротеина ВГ А. Так, нуклеопротеин вируса ло-
кализовался в мерцательном эпителии бронхиол и в 
альвеолах, а также в эндотелии кровеносных сосудов 
на протяжении первых 96 ч после инфицирования, 
что коррелирует с данными по оценке инфекцион-
ного титра ВГ в тканях легких животных. На всех 
последующих временных интервалах (через 7, 14, 
21, 30, 60 и 90 дней) инфекционный титр вируса в 
тканях легких крыс не определялся. Таким образом, 

ВГ A(H1N1)pdm09 элиминируется из организма крыс 
через 7 дней после инфицирования, что, в целом, со-
гласуется с данными литературы [41, 42]. 

Изучение уровня экспрессии eNOS в клетках эн-
дотелия кровеносных сосудов брыжейки позволило 
выявить снижение экспрессии данного эндотелиаль-
ного фермента на протяжении 60 дней после инфи-
цирования. Так, экспрессия eNOS была снижена на 
13–22 % на протяжении 21 дня после инфицирования, 
тогда как через 30 и 60 дней экспрессия снижалась 
на 32 и 39 % соответственно. Нормализация уровня 
экспрессии eNOS наблюдалась лишь через 90 дней 
после инфицирования.

Снижение уровня экспрессии eNOS в эндотелии 
кровеносных сосудов при гриппе может возникать 
вследствие следующих причин: 

1) прямое цитопатическое действие вируса. 
Вирусы гриппа А способны инфицировать клетки 
эндотелия, вызывая изменение морфологии, сни-
жение метаболизма клеток, а также индуцируя про-
цессы апоптоза [13, 42–44]. Также было показано, 
что вирус A(H1N1)pdm09 непосредственно вызывает 
значительное снижение экспрессии eNOS в культуре 
клеток EA.hy926 в течение 72 ч после инфицирова-
ния [15]; 

2) оксидативный стресс. Известно, что при грип-
пе наблюдается повышение продукции активных 
форм кислорода (АФК) и азота (АФА) [45]. Незначи-
тельное повышение концентрации свободных радика-
лов позволяет усилить иммунный ответ, однако при 

Таблица 4
Показатели вазомоторной активности артерий брыжейки крыс, инфицированных ВГ А(H1N1)pdm09 

(Mean±SEM)
Table 4

VVasomotor activity of the mesenteric arteries of the rats infected with the influenza A(H1N1)pdm09 virus (Mean±SEM)

Агонист Фенилэфрин (ФЭ) Ацетилхолин (АХ)
Параметр Log EC50, M Emax, % Log EC50, M Emax, %

Контрольная группа
1–21-й день –6,00±0,04 84,66±1,68 –6,71±0,18 100,98±0,73
30-й день –5,73±0,04 122,63±6,22 –6,25±0,07 94,56±1,29
60-й день –5,87±0,04 111,35±9,95 –6,16±0,08 97,52±1,29
90-й день –5,89±0,03 127,18±5,58 –5,93±0,10 48,36±8,59

Опытная группа
1-й день –6,39±0,10 114,43±8,33* –6,32±0,19 4,19±7,83 ****
4-й день –6,26±0,13 120,73±8,82 *** 4,19±7,83 26,98±9,15 ****
7-й день –5,69±0,10 * 142,20±12,37 ** –6,10±0,23 23,04±8,50 ****
14-й день –5,76±0,13 114,68±16,28 –6,26±0,28 19,65±7,13 ****
21-й день –5,91±0,16 111,27±5,62 ** –6,25±0,58 –7,84±7,75 ****
30-й день –6,01±0,06 ** 169,38±11,39 ** –6,37±0,08 78,41±6,24 *
60-й день –5,63±0,13 114,92±14,69 –6,05±0,09 70,92±6,10 **
90-й день –6,10±0,07 * 112,21±8,31 –5,98±0,15 35,54±7,45
П р и м е ч а н и е: logEC50 – концентрация агониста, обеспечивающая 50 % от максимального ответа; Emax, % – ве-
личина ответа при максимальной концентрации агониста. * – p<0,05, ** – p<0,01, *** – p<0,001, **** – p<0,0001 по 
сравнению с контролем, критерий Даннета для сравнения показателей в опытных группах с одним контролем (1–
21 день), критерий Манна–Уитни для сравнения двух групп между собой через 30, 60 и 90 дней, 3 сосуда от каждого 
животного, n=5.
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а б

Рис. 4. Дозозависимые кривые «концентрация-ответ» артерий брыжейки крыс, инфицированных ВГ А(H1N1)pdm09 
(Mean±SEM): * – p<0,05, ** – p<0,01, *** – p<0,001, **** – p<0,0001 по сравнению с контролем, критерий Даннета для a–г; критерий  

Манна–Уитни для д–к, n=5; a, в, д, ж, и – фенилэфрин-зависимое сокращение; б, г, е, з, к – ацетилхолин-зависимое расслабление
Fig. 4. Dose-dependent concentration-response curves of mesenteric arteries of the rats infected with the influenza A(H1N1)pdm09 virus 
(Mean±SEM): * – p<0.05, ** – p<0.01, *** – p<0.001, **** – p<0,0001 compared with control group, Dunnett’s test for single control group compared 

with rats at 1, 4, 7, 14 and 21 dpi, Mann–Whitney U-test for comparison of groups at 30, 60 and 90 dpi, 3 blood vessels of 5 rats in every group);  
a, в, д, ж, и – phenylephrine-dependent vasocontraction; б, г, е, з, к – acetylcholine-dependent vasorelaxation
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чрезмерной продукции наблюдается патологическая 
активация эндотелия [46]. Так, супероксид анион-ра-
дикал (О2

•–) способен связываться и инактивировать 
NO, а также проникать в клетки эндотелия и окислять 
наиболее важный кофактор для eNOS – тетрагидроби-
оптерин (BH4) [47]. Именно снижение биодоступности 
тетрагидробиоптерина расценивают как одну из наи-
более важных причин разобщения eNOS. В результате 
данного патологического процесса происходит пере-
ключение ферментной активности eNOS на выработку 
супероксид анион-радикала [47, 48]. Таким образом, 
возникает «порочный круг», усиливающий патологи-
ческую активацию эндотелия и способствуя индукции 
эндотелиальной дисфункции [49].

Другой возможной причиной столь длительной 
дисрегуляции экспрессии eNOS является молекуляр-
ная мимикрия между белками вируса гриппа и клетки-
хозяина. Так, было показано, что в составе всех белков 
ВГ найдены фрагменты аминокислотных последова-
тельностей с высокой степенью гомологии фрагмен-
там в составе различных белков системы гемостаза. 
Так, в составе четырех белков исследуемого ВГ (HA, 
M1, NS2 и PB1) имеются фрагменты мимикрирующие 
различные фрагменты в составе eNOS [50].

Изучение вазомоторной активности артерий бры-
жейки инфицированных животных выявило суще-
ственные изменения в ответе сосудов как на фени-
лэфрин, так и на ацетилхолин. Так, максимальный 
ответ артерий на ФЭ в течение первых 30 дней после 
инфицирования был увеличен на 26–57 % по срав-
нению с контролем. Это также является косвенным 
свидетельством развития дисфункции эндотелия, не 
способного адекватно компенсировать сократитель-
ную стимуляцию и предотвращать вазоспазм. Увели-
чение чувствительности артерий к ФЭ наблюдалось 
через 7, 30 и 90 дней, что свидетельствует о длитель-
ных изменениях, присутствующих в пути активации 
ФЭ-зависимой вазоконстрикции.

В свою очередь, максимальный ответ артерий 
брыжейки на АХ был снижен на 74–108 % на про-
тяжении 21 дня и снижен на 16–26 % через 30 и 
60 дней после инфицирования, соответственно. При 
этом чувствительность артерий к ацетилхолину не 
изменялась. Стоит отметить, что через 21 день по-
сле инфекции регистрировали отрицательный ответ 
на вазодилататор, что говорит об инверсии ответа, в 
результате чего ацетилхолин вместо вазодилатации 

вызывает вазоконстрикцию. Регистрируемые отри-
цательные значения ответа артерий на ацетилхолин 
могут наблюдаться при ряде сердечно-сосудистых 
заболеваний, включая гипертонию, атеросклероз и 
острый коронарный синдром [51, 52]. По всей види-
мости, именно через 21 день после инфицирования 
наблюдаются наиболее существенные изменения 
вазомоторной активности сосудов. 

Необходимо отметить, что снижение интенсив-
ности ответа артерий на воздействие вазодилатато-
ра ацетилхолина на 30 % следует рассматривать как 
легкую форму ДЭ, а снижение на 60 % и более – как 
тяжелую форму ДЭ [53]. Полученные в ходе иссле-
дования данные, указывают на то, что ВГ A(H1N1)
pdm09 способен вызывать тяжелую форму ДЭ на 
протяжении 21 дня после инфицирования.

Заключение
Таким образом, при экспериментальной инфек-

ции, вызванной ВГ A(H1N1)pdm09 у крыс линии 
Вистар, наблюдается длительная ДЭ, которая харак-
теризуется: снижением экспрессии eNOS в клетках 
эндотелия микрососудов брыжейки на протяжении 
60 дней после инфицирования, а также снижением 
ответа микрососудов брыжейки на вазодилататор и 
повышением ответа на вазоконстриктор на протяже-
нии 60 и 30 дней, соответственно.

 Регистрируемые изменения со стороны функ-
циональной активности микрососудов брыжейки 
инфицированных крыс возникают в отсутствии ви-
руса гриппа в тканях и сосудах брыжейки, а также на 
фоне полной элиминации вируса из легких животных 
к 7 дню после заражения.

Следует отметить, что столь длительная ДЭ при 
гриппе может стать причиной или усугубить течение 
уже имеющихся заболеваний сердечно-сосудистой 
системы. 

Статья написана на основе диссертационного иссле-
дования Марченко Владимира Александровича (работа 
выполнена в Федеральном государственном бюджет-
ном учреждении «Научно-исследовательский институт 
гриппа имени А.А. Смородинцева» Министерства здра-
воохранения Российской Федерации, в 2022 г.).
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Рис. 5. Интегральный ответ артерий брыжейки крыс, инфицированных ВГ A(H1N1)pdm09 через 1–4 дня (a), 7–21 день (б), 

30–90 дней (в) (Mean±SEM): * – p<0,05, ** – p<0,01, *** – p<0,001, **** – p<0,0001 по сравнению с контролем, критерий Даннета для а и б, 
критерий Манна – Уитни для в, n=5

Fig. 5. Integral response of mesenteric arteries of the rats infected with the influenza A(H1N1)pdm09 virus at 1–4 dpi (a), 7–21 dpi (б), 
and 30–90 dpi (в) (Mean±SEM): * – p<0.05, ** – p<0.01, *** – p<0.001, **** – p<0.0001 compared with control, Dunnett’s test for a and б, Krus-

kal – Wallis test for в, 3 blood vessels of 5 rats in every group

вб
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