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Была оценена  степень  информативности  определения  содержания  оксида  азота (NO) и
перекиси  водорода (Н2О2) в  конденсате паров  выдыхаемого воздуха (КПВВ) как
биохимических  маркеров  для  проведения  мониторинга  течения  респираторного  дистресс-
синдрома  взрослых (РДСВ).
Определение  содержания  метаболитов  NO  в  КПВВ  проводили  методом
спекрофотометрии  с  помощью  реактива  Грейса   у  192  пациентов  в  различной  стадии
РДСВ.  Для  определения Н2О2 в  КПВВ пациентов  использовали  метод  флуоресценции.
 Установлено  повышение  содержания  метаболитов  NO  в  КПВВ  в  1  и  2  стадию  РДСВ,
сменяющееся    резким  снижением  уровня  NO  в  3  и  4  стадию. Отмечено   значительное
нарастание  концентрации Н2О2  при  прогрессировании  синдрома. При  регрессе  РДСВ  на
начальных  этапах  синтез  NO  уменьшается  до  показателей  группы  контроля, а
повышение Н2О2  прекращается. Определение  содержания  метаболитов  NO  и Н2О2

является  достаточно  чувствительным  и  информативным  тестом  для  диагностики  стадии
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и  прогнозирования  течения  РДСВ, и  может  быть  использована  для  мониторинга
развития  синдрома.
КЛЮЧЕВЫЕ  СЛОВА: респираторный  дистресс-синдром  взрослых, оксид  азота,
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The  aim  of  investigation  was  to  evaluate  opportunity  of  nitric  oxide (NO)  and
hydrogen  peroxide(Н2О2) using  as  biochemical  markers  for  monitoring  of  Adult-
Respiratory-Distress-Syndrome (ARDS). We  have  examined  expired  air  condensates ( EAC)
of  192  patients  with  ARDS  and  50  healthy  non-smoking  volunteers  using
spectrophotometry  to  study  NO  metabolites  and  fluorescence  to  study Н2О2. It  was
established  the  increase  of  NO  metabolites  level  in  EAC  patients  with  first  and
second  stage  and  its  significant  reduce  in  EAC  patients  with  third  and  fourth  stage.
The  level  of Н2О2  in  EAC  elevated  with  progression  of  ARDS. In case of  ARDS
regression  at  the  first  stage  NO  metabolites  concentration  was  decreased  and  no  longer
different  from  control  values  and Н2О2 level  was  not  increased. NO metabolites and Н2О2

are sensitive markers, which reflect stage of syndrome and can  be  used  for  ARDS
monitoring.

KEY  WORDS: nitric  oxide, hydrogen  peroxide, adult-respiratory-distress-syndrome.

[1,5,9,17,22]. В исследованиях  последних  лет,
посвященных  данной  проблеме, пристальное
внимание  уделяют  изучению  значения  в  разви-
тии  РДСВ   свободного  радикального  газа-окси-
да  азота  (NO) [4,5,12,15,26].

NO является одним из важнейших биологичес-
ких медиаторов  человека, продуцируемым боль-
шинством  тканей, что  и  обуславливает  его уча-
стие  практически  во  всех  патологических  про-
цессах, происходящих  в  организме, в  том  числе
и  в  органах  дыхания. Однако    роль  NO  в
патогенезе  различных  заболеваний  легких  нео-
днозначна, что  в  первую  очередь  проявляется
разным  характером  изменения  синтеза  газа.
Так, при  муковисцидозе, системной  красной
волчанке  с  поражением  легких, хроническом
обструктивном  бронхите  вне  обострения  наблю-
дается  снижение  синтеза  газа, о  чем  судят  по
уменьшению  его  содержания  в  выдыхаемом
воздухе  пациентов. При  воспалительных  заболе-
ваниях  дыхательных  путей: бронхиальной  астме,
бронхоэктазах, острых инфекциях  нижних дыха-
тельных путей продукция  газа, напротив, возрас-
тает [3].

Респираторный  дистресс-синдром  взрослых
(РДСВ)- остро  развивающееся  состояние, ведущее
к  быстро  прогрессирующей  паренхиматозной
дыхательной недостаточности, в 50 %  случаев
являясь  причиной  смерти  пациента[7,19,21].  В
связи  с  этим изучение  данной  проблемы  меди-
цины  является предметом интенсивных исследова-
ний во всем мире [2,8,9,10,13,14].
К возникновению РДСВ  приводят  многочис-

ленные  патологические  состояния,   такие  как
сепсис, перитонит, массивные  гемотрансфузии, ас-
пирация  содержимого  желудка,  тяжелые  трав-
мы, ожоговая  болезнь, отравления, тяжелые бакте-
риальные и вирусные  пневмонии [2,10,11,14]. По
мнению  многих  авторов,  в  основе  патогенеза
синдрома, осложняющего  течение   столь значи-
тельного  количества  заболеваний,  лежит  неспе-
цифическая   диссеминированная  воспалительная
реакция,  проявляющаяся  активацией  и  выделе-
нием  большого  количества  биологически  актив-
ных  веществ, к  которым  относятся  ряд  цито-
кинов, молекулы адгезии, компоненты  гумораль-
ных  систем  организма, биогенные  амины, кис-
лородные  радикалы, гормоны  и  другие  факторы
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Данные  различных  авторов  о  продукции
NO  у  больных  с  РДСВ  противоречивы. Одни
исследования  свидетельствуют  о  повышении  со-
держания  NO  в  выдыхаемом  воздухе  и  брон-
хоальвеолярной лаважной жидкости [20], результа-
ты  других  демонстрируют  снижение  синтеза
газа  у  пациентов при  развитии „шокового ”
легкого [15]. Некоторые  ученые  предлагают  ис-
пользовать NO для  мониторинга  РДСВ [12,16].
Целью  настоящего  исследования  является

оценка  степени  информативности  NO  как  био-
химического  маркера  для  диагностики  стадии
РДСВ, прогнозирования  его  течения.

Материалы  и  методы. Было  обследовано  192 пациен-
та  с  РДСВ. Диагноз  синдрома  был  выставлен
на  основании  клинической  картины  острой  ды-
хательной  недостаточности, функциональных,
лабораторных  и  рентгенологических  методов
исследования [12,14].  У  49  из  обследованных
пациентов  имела  место  1  стадия  синдрома, у
66 - наблюдались  клинические  признаки  2  ста-
дии  РДСВ, у  42  пациентов  была  выявлена  3
стадия, у 35 -  находились  в  4  стадии  РДСВ. В
исследование включены пациенты, пусковым мо-
ментом РДСВ у которых служили гнойно-септи-
ческие заболевания (сепсис, перитонит, нозокоми-
альная пневмония). Летальный исход зарегистри-
рован в 30,2% случаев.

Группу  контроля  составили  50  здоровых, не-
курящих  добровольцев.

В  качестве  материала  исследования  были
использованы  конденсаты  паров  выдыхаемого
воздуха  пациентов (КПВВ). Это  было  обусловле-
но  с  одной  стороны, специфичностью этой био-
логической среды для оценки метаболизма    респи-
раторной  системы, а  с  другой  - экономичнос-
тью  и  безопасностью  этого метода [4]. У боль-
ных, находящихся на искусственной вентиляции
легких, экспираты собирали из системы дыха-
тельного контура (на выдохе).

Суммарное  содержание  метаболитов  NO -
нитрит-аниона (NO2

-)  и  нитрат-аниона (NO2
-)

определяли  методом  спектрофотометрии  с  по-
мощью  реактива  Грейса [26]. Для этого  к 100
мкл КПВВ в планшете добавляли 50 мкл 5% хлори-
да амония, 50 мкл 2% раствора N-1-нафтил-эти-
лендиамида в 5% фосфорной кислоте. Количе-
ственную оценку проводили при 540 нм на спект-
рофотометре Microplate Reader MR 600

(Dunatech, Швейцария). Данные по концентрации
биомаркера выражали в нмоль/мл КПВВ. Для  оп-
ределения  концентрации перекиси водорода (Н2О2)

использовали  метод  флуоресценции [18], моди-
фицированный в лаборатории неинфекционного
иммунитета ТИБОХ ДВО РАН (зав. – к.б.н., П.А.
Лукьянов). Для приготовления исходного раствора
реагента к 20 мл ацетатного буфера (0,15 М хло-
рид натрия и 0,05 М ацетат натрия, рН 5,5) до-
бавляли 0,4 мл раствора дигидрофлуоресцеина в
этаноле (1 мг/мл). К 0,2 мл полученного реагента
добавляли 0,2 мл экспирата.  Пробы хранили до
проведения анализа при (-) 40-86оС не более 2-х не-
дель. Для проведения реакции окисления, пробы за-
мораживали и инкубировали в течение 10 минут
при 100оС, после охлаждения добавляли 1 мл 0,1 М
карбоната натрия. Измерение интенсивности
флуоресценции проводили на спектрофлуориметре
Hitachi М 850 при 517 нм и длине волны облучения
495 нм методом двойного сканирования.

Результаты  и  обсуждение
Полученные  данные  свидетельствуют  о  ва-

риабельности  концентрации  метаболитов  NO  в
КПВВ  у пациентов с РДСВ в  зависимости  от
стадии  развития  синдрома (табл.1). Так, у  паци-
ентов  при  появлении  начальных  клинических
признаков  РДСВ  содержание  метаболитов  NO
возрастало  почти  в  два  раза  по  сравнению  с
показателями  контрольной  группы
(2,04±0,09нмоль/мл  и  1,03±0,04нмоль/мл,  соот-
ветственно;   р<0,001). При  развитии  второй
стадии  синдрома  уровень  метаболитов  NO  ос-
тавался  высоким, однако  достоверно  не  отли-
чался  от  показателей  больных  с  первой  ста-
дией  РДСВ (2,19±0,1нмоль/мл  и  2,04±0,09
нмоль/мл;    р>0,05).

   Повышение  продукции  газа  при  первой
стадии  РДСВ  может  быть  обусловлено  актив-
ной  экспрессией  индуцибельной  NO-синтазы
(иNOS)  вследствие  транскрипции  ядерного  фак-
тора  карра-В  под  влиянием  провоспалительных
цитокинов, эндотоксинов  и  оксидантов, и  на
начальном  этапе  возникновения  синдрома, веро-
ятно,  носит  защитный  характер. Это подтверж-
дает тот факт, что у пациентов с  последующим
регрессом клинических  признаков заболевания на-
блюдается  снижение  содержания  метаболитов
NO до  показателей  нормы,  однако  в  дальней-
шем  гиперпродукция  NO  влечет  за  собой  по-
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вреждение  легочных  структур, что  проявляется
сохраняющимся  повышением  синтеза  газа  при
нарастании  признаков  острой  дыхательной  не-
достаточности.  Однако дальнейшее  прогрессиро-
вание  РДСВ  сопровождалось  снижением  про-
дукции  NO. У пациентов, обследованных  в  тре-
тью  стадию  синдрома  уровень  метаболитов
NO был значительно  ниже, чем  у  пациентов
второй  группы (2,19±0,1нмоль/мл  и
1,3±0,08нмоль/мл  соответственно; р<0,001)  и
практически   соответствовал  показателям  груп-
пы  контроля (1,3±0,08 нмоль/мл  и  1,03±0,04
нмоль/мл;   р<0,01). В  то же время    при  раз-
витии  четвертой  стадии  РДСВ  синтез  NO
резко падал, снижаясь  почти  в  1,3  раза    по
сравнению  с контрольной  группой (0,8±0,03
нмоль/мл  и  1,03±0,04 нмоль/мл ;   р<0,05).
Снижение  содержания  метаболитов  NO   мо-

жет  быть  следствием  накопления в очаге воспа-
ления супероксид аниона и других активных форм
кислорода, взаимодействующих с газом и способ-
ствующих   его нейтрализации в зоне воспаления.
С другой стороны, установленная динамика газа
может быть связана с необратимыми изменениями
клеточных элементов респираторной системы   и
их неспособностью секретировать NO. Эта гипоте-
за имеет фактическое обоснование, так как доказа-
но, что  в  условиях  дефицита  L-аргинина
иNOS  может  генерировать  супероксидный  ани-
он  и  значительные  количества  Н2О2, способные
повреждать  ДНК, ферменты, белки [6,23,25]. Кро-
ме того, взаимодействие супероксид-аниона и Н2О2

приводит к образованию  гидроксилоподобных  ра-

дикалов, ослабляющих  поступление  кальция  в
клетку и, следовательно, вызывающих снижение
образования  конститутивной NOS [24].  В связи с
этим особый интерес представляет  изучение со-
держания  в  КПВВ наряду  с    метаболитами
NO  и Н2О2 .
Наши  исследования  выявили  наличие  роста

концентрации  Н2О2  в  КПВВ  пациентов  при
прогрессировании  острой  дыхательной  недоста-
точности. При  первой  стадии  процесса  уровень
практически  не  отличался  от  показателей  конт-
рольной  группы (0,19±0,009 нмоль/мл  и
0,17±0,005 нмоль/мл,  соответственно;  р>0.05),од-
нако  при  появлении  клинических  признаков
второй  стадии этот биохимический маркер оксида-
тивного стресса достоверно нарастал   (0,24±0,008
нмоль/мл  и  0,19±0,009 нмоль/мл;   р<0,01 ). В
третей стадии  РДСВ  концентрация  Н2О2  превы-
шала  уровень  контроля  почти  в  1,7раза, а  при
четвертой -  в 2  раза (0,34±0,005 нмоль/мл  и
0,17±0,005 нмоль/мл, соответственно;  р<0,001).
При изучении индивидуальной динамики NO и Н2О2

у пациентов с РДСВ нами было установлено: фор-
мирование респираторного дистресса на начальных
его этапах сопровождается усилением продукции ок-
сида азота, однако прогрессирование процесса и на-
растание явлений острой дыхательной недостаточно-
сти приводят к уменьшению содержания газа в экс-
пиратах у больных. Степень снижения уровня нит-
рит-иона в экспиратах находится в прямой зависи-
мости от выраженности дыхательной недостаточнос-
ти и максимальна у пациентов с неблагоприятным
течением процесса. Развитие клинических симпто-

Пациенты с РДСВПоказатели

I
n====49

II
n====66

III
n====42

IY
n====35

Контрольная
группа

n====50

Нитрит-ион нмоль/мл 2,04±0,09
р1<0,001

2,19±0,1
р1<0,001
р2>0,05

1,3±0,08
р1<0,001
р2<0,001

0,8±0,03
р1<0,05
р2<0,01

1,03±0,04

Перекись водорода моль/мл 0,19±0,009
р>0,05

0,24±0,008
р1<0,01
р2<0,01

0,29±0,01
р1<0,001
р2<0,001

0,34±0,005
р1<0,001
р2<0,01

0,17±0,005

Таблица 1
Содержание нитрит-иона и перекиси водорода

в конденсате паров выдыхаемого воздуха у больных
с респираторным дистресс-синдромом взрослых.

р1 – достоверность различий показателей с контрольной группой;
р2 – достоверность различий показателей с предыдущей стадией заболевания.
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мов РДСВ приводит к увеличению содержания пе-
рекиси водорода в экспиратах. Степень повышения
продукции Н2О2  определяется характером течения
процесса. При нарастании респираторных наруше-
ний и неблагоприятном исходе заболевания концент-
рации перекиси водорода в экспирате увеличивается
более чем на 80% по сравнению с ее содержанием
у здоровых людей, прирост активности вещества
менее 80% свидетельствует о благополучном исходе
заболевания.
Таким  образом, в дебюте (1 и 2 стадия)

РДСВ  содержание  метаболитов  NO  в  КПВВ
возрастает, а  при  последующем  развитии  (тре-
тья и четвертая стадия)  значительно  снижается, в

то  время  как  концентрация  Н2О2  последова-
тельно  повышается  в динамике патологического
процесса. При  регрессе симптомов   РДСВ  син-
тез  NO уменьшается  до  показателей  группы
контроля, а нарастание  уровня  Н2О2 прекраща-
лось.  Тогда как при неблагоприятном исходе, на-
против, регистрируется резкое снижение уровня
нитрит-иона с одновременным нарастанием Н2О2

(р<0,001) в экспиратах. Такая  вариабельность  в
содержании  NO  и  Н2О2  может  быть  положена
в  основу  биохимической  диагностики  стадии
РДСВ  и  использована  для  мониторинга  и про-
гнозирования клинического течения и исхода дан-
ного синдрома.
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