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Экспериментальный аутоиммунный энцефаломиелит (ЭАЭ) является общепризнанной экспериментальной моде-
лью для изучения клинических проявлений рассеянного склероза (РС). Нарушение нереспираторных функций лёгких 
при РС является одной из актуальных и малоизученных проблем. При этом была выявлена высокая эффективность 
применения финголимода в терапии РС, что обусловило цель исследования – изучение влияния финголимода на 
сурфактант и гемостаз-регулирующую активность лёгких при экспериментальном аутоиммунном энцефаломи-
елите (ЭАЭ).
материалы и методы. Экспериментальные исследования выполнены на 95 половозрелых белых беспородных кры-
сах-самцах. Животные были разделены на группы: 1-я – ЭАЭ (энцефалитогенная смесь в полном адъюванте Фрейнда 
(ПАФ) подкожно, n = 25); 2-я – ЭАЭ на фоне введения финголимода (FTY 720, «SIGMA», 1мг/кг, n = 18), 3-я – интактные 
животные (n = 25), 4-я – животные с введением только ПАФ (n = 27). У животных определяли биохимические и функ-
циональные параметры сурфактанта лёгких (содержание общих фосфолипидов, их фракционный спектр, поверх-
ностную активность сурфактанта), а также показатели коагуляционного гемостаза (АЧТВ и ПВ) венозной («до 
лёгких») и артериальной («после лёгких») крови.
Результаты. Показано, что ЭАЭ сопровождается снижением содержания альвеолярных фосфолипидов и изменением 
их фракционного состава, в том числе уменьшением фосфатидилхолина и увеличением лизофосфатидилхолина, 
что вызывает ухудшение поверхностной активности лёгких. Помимо этого, при ЭАЭ наблюдаются гипокоагуляци-
онные изменения АЧТВ и ПВ как в артериальной, так и в венозной крови. Введение финголимода полностью нивели-
рует изменения сурфактанта лёгких и частично восстанавливает изменения АЧТВ и ПВ артериальной и венозной 
крови.
заключение. Полученные результаты свидетельствуют о корригирующем влиянии финголимода на сурфактант 
и гемостаз-регулирующую активность лёгких, изменённые при ЭАЭ.
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Effect of fingolimod on the surfactant and hemostasis-regulating activity  
of the lungs in experimental autoimmune encephalomyelitis
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Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is a common animal model for studying clinical manifestations of multiple 
sclerosis (MS). Alterations in non-respiratory functions of the lungs in MS is a relevant but understudied issue. A high effectiveness 
of fingolimod in the treatment of MS has been demonstrated in clinical practice. The aim of this study was to evaluate the effect 
of fingolimod on the pulmonary surfactant (PS) and the hemostasis-regulating activity of the lungs in EAE.
Methods. Experiments were performed on 95 adult male outbred albino rats. The animals were divided into the following 
groups: 1, EAE (subcutaneous injections of the encephalitogenic mixture in Freund’s complete adjuvant, n  =  25); 2, EAE with 
intraperitoneal administration of fingolimod (FTY 720, SIGMA, 1 mg/kg, n = 18); 3, intact animals (n = 27); and 4, intraperitoneal 
administration of Freund’s complete adjuvant without the encephalitogenic mixture (n = 27). Functional and biochemical char-
acteristics of pulmonary surfactant (surface activity, content of total phospholipids and their fractions) and indexes of coagula-
tion hemostasis (APTT and PT) in venous (“before lung”) and arterial (“after lung”) blood were determined.
Results. EAE was associated with a decrease in the content of alveolar phospholipids and changes in their fractional compo-
sition, including a decrease in phosphatidylcholine and an increase in lysophosphatidylcholine, which is known to impair the 
pulmonary surfactant activity. In addition, a hypocoagulative shift in APTT and PT was observed in the “before lung” and “after 
lung” blood of EAE rats. The fingolimod treatment completely reversed the surfactant changes and partially restored APTT and 
PT in both arterial and venous blood of animals with EAE.
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Conclusion. The results showed a correcting effect of fingolimod on PS and the hemostasis-regulating activity of lungs affected 
by EAE.
Key words: pulmonary surfactant; hemostasis-regulating activity of the lung; experimental autoimmune encephalomyelitis; fin-
golimod.
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введение

Рассеянный склероз (РС) является наиболее рас-
пространенным воспалительным демиелинизирующим 
заболеванием ЦНС, что обусловливает интерес учё-
ных к изучению многообразия его клинических про-
явлений [1]. Так, в экспериментальных исследовани-
ях продемонстрировано изменение нереспираторных 
функций лёгких при РС [2]. Следует отметить, что мно-
гочисленные исследования данного заболевания вы-
полнены в экспериментах на животных с использова-
нием модели экспериментального аутоиммунного эн-
цефаломиелита (ЭАЭ) [3]. Роль аутоиммунных реакций 
в патогенезе повреждения головного и спинного мозга 
с формированием очагов демиелинизации определила 
использование иммуносупрессорных препаратов в те-
рапии РС. С 2010 года в лечении больных с этой ауто-
иммунной патологией широко применяется иммуно-
модулятор финголимод [4]. Биологическое действие 
финголимода обусловлено взаимодействием со сфин-
гозин-1-фосфатными (S1P) рецепторами лимфоцитов, 
что приводит к блокаде выхода клеток из перифериче-
ских лимфоузлов и развитию периферической лимфо-
пении [5].

В связи с этим целью нашего исследования стало 
изучение влияния финголимода на сурфактант и гемо-
стаз-регулирующую активность лёгких при экспери-
ментальном аутоиммунном энцефаломиелите (ЭАЭ).

материалы и методы исследования

Эксперименты проведены на 95 половозрелых бес-
породных крысах-самцах массой 220-270 г. Опыты про-
водились с соблюдением требований Европейской кон-
венции (Страсбург, 1986) по содержанию, кормлению 
и уходу за подопытными животными, а также выводу 
их из эксперимента и последующей утилизации. Иссле-
дование одобрено комитетом по биомедицинской эти-
ке Ижевской государственной медицинской академии 
(протокол № 524 от 22.11. 2016 г.).

Моделирование ЭАЭ производили по методике Z. Li 
et al. (2012), согласно которой крысам (n = 25) подкожно 
вводили энцефалитогенную смесь в полном адъюванте 
Фрейнда (ПАФ, 0,2 мл; содержание убитых микобакте-
рий туберкулеза – 5 мг/мл) из расчета 100 мг гомогена-
та гомологичного спинного мозга на одно животное [6]. 
Контролем служили интактные крысы (n = 25). Для ис-
ключения влияния иммунных механизмов, обуслов-
ленных ПАФ, группе животных (n = 27) осуществляли 
его введение без энцефалитогенной смеси. Остальным 
животным (n = 18) спустя 3 недели после инъециро-
вания энцефалитогенной смеси и развития клиниче-
ских проявлений ЭАЭ вводили однократно финголи-
мод (FTY 720, «SIGMA», внутрибрюшинно, 1 мг/кг).

Неврологический статус животных оценивали 
по выраженности и распространенности симптомов 
ЭАЭ, которые оценивали в баллах по клиническому ин-
дексу – КИ [6] (табл. 1). 

КИ спустя 3 недели после индукции ЭАЭ у 93% жи-
вотных соответствовал 3-4 баллам, летальных случаев 
не отмечалось.

Изучение нереспираторных функций лёгких осу-
ществляли спустя 3 недели после введения энцефалито-
генной смеси (ЭАЭ) или ПАФ (введение адъюванта без 
энцефалитогенной смеси), а также через 2 недели после 
применения иммуномодулятора (ЭАЭ в условиях вве-
дения финголимода). Для этого у крыс под этаминало-
вым наркозом (30 мг/кг) собирали бронхоальвеолярные 
смывы (БАС) посредством трехкратного лаважа брон-
хоальвеолярного дерева 0,9% раствором NaCl. В смывах 
определяли содержание общего белка (биуретовый спо-
соб, «Витал Диагностикс», СПб), общих фосфолипидов 
и фосфолипидных фракций [7]. Поверхностную актив-
ность сурфактанта лёгких изучали путём измерения ста-
тического, минимального и максимального поверхност-

Таблица 1. 
Клинический индекс животных с экспериментальным  

аутоиммунным энцефаломиелитом (согласно [6])

Клинические симптомы Количество 
баллов

Отсутствуют 0
Частичный паралич хвоста 0,5
Полный паралич хвоста 1
Мягкий парапарез 2
Умеренный парапарез 3
Полный паралич задних ног или тяжелая атаксия 4
Полный паралич задних ног и недержание мочи 5
Тетраплегия 5,5
Летальный исход 6
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ного натяжения (ПН) БАС (метод Ленгмюра-Вильгель-
ми) [8]. Показатели гемостаза изучали в артериальной 
(арт) и венозной (вен) крови, взятой из левого и право-
го желудочков сердца соответственно. На гемокоагу-
лометре CGL 2110 «Solar» (Беларусь) с помощью стан-
дартных наборов (НПО «РЕНАМ», Москва) измеряли 
активированное частичное тромбопластиновое время 
(АЧТВ) и протромбиновое время (ПВ) в артериальной 
и венозной крови.

Обработку статистических данных осуществляли 
с помощью пакета программ SPSS-22. Для оценки нор-
мальности распределения изучаемых параметров ис-
пользовали критерий Шапиро-Уилка. Статистическую 
значимость межгрупповых различий оценивали с по-
мощью t-критерия Стьюдента. Различия выборок счи-
тали статистически достоверными при уровне значи-
мости p < 0,05. Данные представлены в виде средне-
го арифметического и стандартной ошибки среднего 
арифметического (M ± m). Для изучения наличия или 
отсутствия корреляционной связи использовали коэф-
фициент Пирсона (rp).

Результаты исследования и их обсуждение

В результате проведенных исследований было 
выявлено повышение уровня белка в БАС при ЭАЭ 
(0,47 ± 0,01 г/л) по сравнению с контрольной груп-
пой (0,40 ± 0,01 г/л) и с введением ПАФ (0,41 ± 0,01 
г/л) (p < 0,001). Содержание альвеолярных фосфоли-
пидов при аутоиммунной патологии, напротив, сни-
жалось до 28,17 ± 2,50 мкмоль/г против 49,50 ± 5,72 
мкмоль/г в контроле и 52,81 ± 3,12 мкмоль/г при вве-
дении адъюванта (p<0,001). При этом у крыс с ЭАЭ 

изменялся фракционный состав альвеолярных фос-
фолипидов: снижались фосфатидилхолин (p < 0,001), 
фосфатидилэтаноламин (p < 0,001), фосфатидная кис-
лота (p < 0,05) и увеличивался лизофосфатидилхолин 
(p < 0,001) по сравнению с контрольными величинами 
и данными при введении ПАФ (табл. 2). 

Такое изменение фракционного спектра фосфоли-
пидов сурфактанта при ЭАЭ, в частности низкое со-
держание поверхностно-активной фракции – фосфа-
тидилхолина и, напротив, высокий уровень фракции, 
обладающей повреждающим действием на сурфактант –  
ЛФХ [9], обусловило ухудшение поверхностной актив-
ности лёгких (табл. 2). 

Помимо этого, у крыс с ЭАЭ были определены по-
ложительные корелляционные связи между содержа-
нием фосфатидилхолина и уровнем таких фракций как 
фосфатидилэтаноламин (rp = 0,682, p < 0,01) и фос-
фатидная кислота (rp = 0,702, p < 0,01). Интересная 
особенность синтеза фосфатидилхолина заключает-
ся в том, что этот фосфолипид может синтезировать-
ся двумя путями. Первый путь заключается в метили-
ровании фосфатидилэтаноламина, второй реализуется 
путём активации фосфатидной кислоты, которая явля-
ется общим предшественником синтеза фосфо- и гли-
церолипидов [9]. Можно предположить, что снижение 
количества фосфатидилхолина сурфактанта в наших 
опытах могло быть обусловлено низким содержани-
ем альвеолярных фосфатидилэтаноламина и фосфа-
тидной кислоты.

Изучение коагуляционного гемостаза в контроле 
и у животных с введением ПАФ выявило, что показа-
тели АЧТВ и ПВ артериальной крови были достоверно 
выше, чем в венозной (табл. 3). 

Таблица 2. 
Поверхностное натяжение и фракционный состав альвеолярных фосфолипидов при ЭАЭ в условиях введения финголимода (M ± m)

Показатели
Группы животных

интактные
(n = 25)

ПАФ 
(n = 27)

ЭАЭ (энцефалитогенная 
смесь + ПАФ) (n = 25)

ЭАЭ + финголимод 
(n = 18)

Поверхностное натяжение (мН/м)
Статическое 30,53±0,84 32,53±0,28 & 34,2±0,21&&&*** 28,39±0,39
Минимальное 18,92±0,55 20,07±0,24 23,53±0,28&&& *** 18,80±0,29
максимальное 39,98±0,84 41,67±0,24 43,73±0,20&&& *** 39,47±0,39

Фракции фосфолипидов (мкмоль/г)
фосфатидилхолин 33,59±4,13 34,59±1,77 14,45±0,37&&&*** 33,96±1,14^^^
лизофосфатидилхолин 1,60±0,30 2,06±0,28 4,08±0,28&&&*** 2,04±0,17^^^
сфингомиелин 3,59±0,59 3,96±0,78 2,42±0,20 3,43±0,21^^
фосфатидилсерин 2,59±0,37 2,85±0,77 1,80±0,14 2,50±0,18^^
фосфатидилэтаноламин 4,41±0,55 4,68±0,31 2,56±0,22&&&*** 3,93±0,19^^
фосфатидная кислота 2,44±0,36 2,59±0,42 1,47±0,20 &* 2,04±0,11^
фосфатидилинозитол 1,95±0,47 2,17±0,44 1,38±0,23 1,84±0,09

Примечания: & – статистически значимые отличия от группы интактных животных; * – статистически значимые отличия от группы ПАФ; ^ – 
статистически значимые отличия от группы ЭАЭ. Уровни статистической значимости: 1 знак – p < 0,05; 2 знака – p < 0,01; 3 знака – p < 0,001).
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Полученные нами результаты согласуются с данны-
ми литературы о влиянии лёгких на коагуляционный 
потенциал крови. Так, известна способность лёгочно-
го эндотелия синтезировать факторы гемостаза и анти-
гемостаза, которые и определяют роль лёгких в физи-
ологических условиях как коагуляционного фильтра, 
и при этом обнаружено снижение гипокоагуляцион-
ной активности лёгких при патологических состояни-
ях [10, 11]. В наших экспериментах гипокоагуляцион-
ная активность лёгких, характерная для контрольных 
животных, не выявлялась при ЭАЭ.

Наряду с этим, при аутоиммунной патологии мозга 
было выявлено удлинение АЧТВ в артериальной и веноз-
ной крови в отличии от контроля и введения животным 
ПАФ (p < 0,001, табл. 3). Аналогичные тенденции наблю-
дались и при изучении параметров внешнего механизма 
коагуляционного гемостаза: повышалось ПВ как арте-
риальной, так и венозной крови (p < 0,001). Вследствие 
вышеназванных изменений наблюдали снижение АЧТВ 
арт/вен и ПВ арт/вен у животных при ЭАЭ по сравнению 
с контрольными величинами и с данными у крыс с ПАФ 
без введения энцефалитогенной смеси (p < 0,001).

При введении финголимода изменения сурфак-
танта лёгких, выявленные при ЭАЭ, устранялись. Так, 
содержание белка БАС снижалось до 0,40 ± 0,01 г/л 
(p < 0,001), а уровень альвеолярных фосфолипидов 
возрастал до 49,73 ± 3,46 мкмоль/л (p < 0,001). Соче-
тание ЭАЭ с введением финголимода сопровождалось 
увеличением таких фракций, как фосфатидилхолин 
(p < 0,001), сфингомиелин (p < 0,01), фосфатидилсе-
рин (p < 0,01), фосфатидилэтаноламин (p < 0,01), фос-
фатидная кислота (p < 0,05). Уровень лизофосфатидил-
холина при этом, напротив, уменьшался (p < 0,001, та-
бл. 2). Подобные изменения фосфолипидных фракций 
сурфактанта закономерно приводили к повышению его 
поверхностно-активных свойств по сравнению с живот-
ными с ЭАЭ (p < 0,001, табл. 2).

Изучение коагуляционного гемостаза также выяви-
ло позитивные эффекты финголимода: воздействие на 

S1P-рецепторы восстанавливало гипокоагуляционную 
активность лёгких – при сочетании ЭАЭ и введения 
финголимода наблюдали достоверное различие между 
АЧТВ и ПВ в крови «после лёгких» по сравнению с те-
ми же параметрами «до лёгких» (p < 0,01, табл. 3).

Наряду с этим, финголимод снижал степень удли-
нения тромбопластинового и протромбинового време-
ни, характерное для крыс с ЭАЭ (табл. 2). В результате 
данных влияний АЧТВ и ПВ у животных при ЭАЭ на 
фоне введения финголимода были ниже по сравнению 
с данными у крыс без использования иммуномодулято-
ра (p < 0,01), но выше, чем в контроле и при введении 
ПАФ (p < 0,01). Наблюдаемые изменения были выявле-
ны как в артериальной, так и в венозной крови (табл. 2).

Финголимод является первым представите-
лем нового класса иммуномодуляторов, влияю-
щим на S1P-рецепторы, сопряженные с G-белками. 
Продемонстрировано его влияние на четыре (S1P-1,3,4,5) 
из пяти подтипов рецепторов [12]. В эксперименталь-
ных исследованиях выявлено положительное влияние 
финголимода на восстановление нереспираторных 
функций лёгких при сосудистом и травматическом по-
вреждении головного мозга [13, 14].

Основные терапевтические эффекты препарата свя-
заны с воздействием на S1P-1 рецепторы лимфоцитов 
[15]. Установлено, что в физиологических условиях раз-
личное содержание S1P в крови и в интерстиции лим-
фоидных органов обусловливает градиент концентра-
ции, который способствует сигнальной активации S1P-1 
рецепторов лимфоцитов и дальнейшему выходу клеток 
из лимфатических узлов [16]. Финголимод способству-
ет интернализации и деградации S1P-1рецепторов лим-
фоцитов, что приводит к блокаде выхода лимфоцитов 
из периферических лимфоидных органов [17].

Развивающееся при применении финголимода сни-
жение количества циркулирующих лимфоцитов, в том 
числе специфичных к антигенам ЦНС, способству-
ет снижению аутореактивного повреждения головного 
мозга [18]. По-видимому, полное (сурфактант лёгких) 

Таблица 3. 
Показатели коагуляционного гемостаза при ЭАЭ в условиях введения финголимода (M±m)

Коагуляционные показатели
Группы животных

интактные
(n = 25)

ПАФ 
(n = 27)

ЭАЭ (энцефалитогенная 
смесь + ПАФ) (n = 25)

ЭАЭ + финголимод 
(n = 18)

АЧТВ (с)
арт крови 35,20±1,70## 37,93±2,11# 49,87±1,41&&&*** 44,00±0,71##&&&*^^
вен крови 27,96±1,50 29,87±2,78 47,87±1,07&&&*** 37,60±0,84&&&*^^^

АЧТВарт/АЧТВвен 1,28±0,04 1,28±0,05 1,06 ±0,05&&** 1,19±0,03^

ПВ (с)
арт крови 21,16±1,50### 23,8±1,72### 30,07±1,35#&&&*** 28,20±0,39*&&&^^^
вен крови 15,68±0,40 16,47±1,18 27,20±1,18&&&*** 21,1±0,39##&&&**^^

ПВарт/ПВвен 1,38±0,05 1,45± 0,05 1,14±0,05&&*** 1,34±0,02^^

Примечания: # – статистически значимые отличия между артериальной и венозной кровью; & – статистически значимые отличия от группы 
интактных животных; * – статистически значимые отличия от группы ПАФ; ^ – статистически значимые отличия от группы ЭАЭ. Уровни 
статистической значимости: 1 знак – p < 0,05; 2 знака – p < 0,01; 3 знака – p < 0,001).
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или частичное (показатели гемостаза) восстановление 
нереспираторных функций лёгких у животных с ЭАЭ 
на фоне введении финголимода, наблюдаемое в наших 
экспериментах, можно объяснить уменьшением актив-
ности иммунопатологического процесса в ЦНС. Учи-
тывая способность финголимода проникать через гема-
тоэнцефалический барьер, а также данные о его огра-
ничивающем влиянии на демиелинизацию головного 
мозга через S1P1,3,5-рецепторы олигодендроцитов [19], 
нельзя исключить и нейропротекторный эффект дан-
ного препарата.

заключение

Таким образом, финголимод оказывает корригиру-
ющее влияние на показатели сурфактанта и гемостаз-ре-
гулирующую активность лёгких. Полученные результа-
ты свидетельствуют об участии сфингозин-1-фосфатных 
механизмов в патогенезе нарушений нереспираторных 
функций лёгких при аутоиммунной патологии мозга.
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