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Резюме
Введение. При тяжелом течении гриппа возникают поражение и изменения морфофункциональных 
свойств клеток эндотелия кровеносных сосудов, что обуславливает развитие геморрагического синдрома и 
может стать причиной эндотелиальной дисфункции. С целью оптимизации патогенетической терапии грип-
па проведен скрининг препаратов с эндотелиопротективными свойствами. 
Цель. Исследование эндотелиопротективных свойств сакубитрил-валсартана и дротаверина в экспери-
ментальной инфекции, вызванной вирусом гриппа (ВГ) A(H1N1)pdm09.
Материалы и методы. Исследование проведено на крысах стока Wistar, получавших внутрижелудочно 
валсартан-сакубитрил и дротаверин (в лечебно-профилактической схеме), с последующим интраназаль-
ным инфицированием ВГ A/СПб/48/16 (H1N1)pdm09. В качестве интактного контроля использовали крыс 
без введения препаратов; в качестве контроля заражения – животных, не получавших препараты, с по-
следующим инфицированием ВГ. У крыс определяли титр ВГ в легких и брыжейке, оценивали степень 
поражения сосудистого эндотелия легких по трем параметрам: десквамация, изменение морфологии и дис-
трофические изменения; определяли уровень экспрессии эндотелиальной синтазы оксида азота (eNOS) в 
эндотелии кровеносных сосудов брыжейки, а также исследовали вазомоторную активность кровеносных 
сосудов брыжейки.
Результаты. Применение дротаверина снижает выраженность гистопатологических изменений со сторо-
ны сосудистого эндотелия легких крыс; повышает максимальный ответ кровеносных сосудов брыжейки на 
ацетилхолин по сравнению с группой контроля заражения; нормализует уровень экспрессии eNOS. Саку-
битрил-валсартан снижает выраженность десквамации со стороны сосудистого эндотелия легких; норма-
лизует ответ кровеносных сосудов брыжейки на ацетилхолин, но не позволяет нормализовать экспрессию 
eNOS.
Выводы. Дротаверин обладает более выраженной эндотелиопротективной активностью, чем сакуби-
трил-валсартан при их применении в лечебно-профилактической схеме у крыс, инфицированных ВГ 
A(H1N1)pdm09. 
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Abstract
Introduction. Severe influenza is characterized by damage and morphofunctional changes of the endothelium 
of blood vessels, which contributes to the development of hemorrhagic syndrome and can cause endothelial 
dysfunction. To optimize the pathogenetic therapy of influenza infection, a screening of medications with endothelial 
protective properties was carried out.
Aim. The aim of the study was to evaluate the endothelial protective properties of sacubitril/valsartan and 
drotaverine in influenza A(H1N1)pdm09 virus infection.
Materials and methods. The study was conducted on Wistar rats, which received sacubitril/valsartan and 
drotaverine (in treatment and prophylactic regimen) followed by intransal infection with influenza A/Saint-
Petersburg/48/16 (H1N1)pdm09 virus. Rats without drug administration were included in the control group; rats 
received no medications followed by influenza virus infection – in challenge control group. The virus infectious 
activity was determined in pulmonary and mesenteric tissues. Vascular endothelium damage in lungs was assessed 
by three parameters (desquamation, morphological and dystrophic changes). Endothelial nitric oxide synthase 
(eNOS) expression level in endothelium of mesenteric blood vessels was determined as well as mesenteric 
arteries vasomotor activity.
Results. Drotaverine reduces the severity of histopathological changes in the pulmonary vascular endothelium; 
increases the maximal response of mesenteric blood vessels to acetylcholine compared to the infection control 
group; normalizes eNOS expression levels. Sacubitril/valsartan reduces the severity of desquamation in the 
pulmonary vascular endothelium; normalizes the response of mesenteric blood vessels to acetylcholine, while 
eNOS expression is decreased.
Conclusions. Drotaverine possesses more significant endothelial protective properties than sacubitril/valsartan 
when used in a treatment and prophylactic regimen in rats infected with influenza A(H1N1)pdm09 virus.
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Введение

Грипп – высококонтагиозная острая респираторная 
вирусная инфекция с аэрогенным механизмом пере-
дачи, неизменно занимающая одно из ведущих мест 
в  структуре инфекционной заболеваемости во всем 
мире. Несмотря на наличие высокоэффективных 
этиотропных противовирусных препаратов и значи-
тельных успехов в специфической профилактике дан-
ной инфекционной болезни, ежегодно в результате 
инфицирования сезонными вирусами гриппа (ВГ) бо-
леют около 1 млрд человек, из которых у 3–5 млн ди-

агностируют тяжелые формы заболевания, тогда как 
летальные исходы регистрируют в среднем у 470 тыс. 
заболевших [1].

Своевременное применение этиотропных препара-
тов (в первые 48 ч) позволяет до определенной степе-
ни ингибировать репродукцию ВГ, а также снижать 
тяжесть течения заболевания и, как следствие, смерт-
ность от гриппозной инфекции [2]. Следовательно, 
этиотропная терапия не позволяет полностью инги-
бировать репродукцию вируса, а также не имеет зна-
чимого эффекта при назначении, начиная с 3 сут забо-
левания. Помимо этого, серьезной проблемой, огра-
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ничивающей эффективность этиотропной терапии, 
остается формирование у современных циркулирую-
щих штаммов ВГ лекарственной устойчивости. Так, 
возникающие мутации в генах, кодирующих различ-
ные структурные и неструктурные белки (например, 
H275Y в нейраминидазе и I38T в белке полимеразы 
PA), обуславливают невосприимчивость сезонных ВГ 
человека к наиболее значимым противогриппозным 
препаратам – ингибиторам нейраминидазы (осельта-
мивир, занамивир) и эндонуклеазы (балоксавир мар-
боксил) [3, 4]. 

Поражение сердечно-сосудистой системы при 
гриппе впервые стали отмечать в  конце 40-х гг.  
XX в. [5]. Так, на фоне гриппозной инфекции могут 
развиваться различные аритмии, инфаркт миокарда, 
миокардит, перикардит, кардиомиопатия, обострение 
застойной сердечной недостаточности [6, 7]. Кроме 
того, на вовлечение сердечно-сосудистой системы 
в патогенез гриппа указывают эпидемиологические 
данные, выявляющие более высокий уровень «до-
полнительной» смертности от гриппозной инфекции 
у больных с сопутствующими заболеваниями сердеч-
но-сосудистой системы [8]. Так, во время эпидемии 
гриппа, а также на протяжении 2 мес после ее оконча-
ния у пациентов с сердечно-сосудистыми заболевани-
ями дополнительная смертность от гриппа составля-
ет 481 на 100 тыс. населения, тогда как среди здоро-
вых взрослых без соматических заболеваний данный 
показатель составляет 2 на 100 тыс.

Причина поражения сердечно-сосудистой системы 
связана с ВГ. Как было показано в многочисленных 
исследованиях (in vitro и in vivo), ВГ типа А способны 
инфицировать клетки эндотелия за счет наличия на 
их поверхности сиаловых кислот с α-2,3- и α-2,6-гли-
козидной связью [9]. В свою очередь, инфицирова-
ние эндотелиоцитов сопровождается транзиторным 
или длительным изменением морфологии и/или на-
рушением функциональной активности данных кле-
ток, что отражают понятия «активация эндотелия» 
и «дисфункция эндотелия» соответственно. Так, со 
стороны инфицированных клеток эндотелия наблю-
дается дисрегуляция экспрессии генов, обеспечиваю-
щих регуляцию тонуса кровеносных сосудов, гемос-
таза и фибринолиза, ангиогенеза [10]. Кроме того, для 
гриппа (особенно при тяжелом течении) характерно 
возникновение оксидативного стресса, гипоксии 
и цитокинемии, что также может служить причиной 
поражения эндотелия, обуславливая развитие гемор-
рагического синдрома и эндотелиальной дисфункции 
– типового патологического состояния, характеризу-
ющегося стойким нарушением морфологии и функ-
циональной активности эндотелиоцитов [11].

Эндотелиальная дисфункция ассоциирована со 
снижением экспрессии и/или биодоступности оксида 
азота (NO), в том числе за счет ингибирования экс-
прессии гена, кодирующего эндотелиальную синтазу 
оксида азота (eNOS). Молекула NO, помимо мощно-
го селективного вазодилатирующего эффекта, также 
обладает антиагрегантным, противовоспалительным, 
антиатерогенным и микробоцидным действием [12].  

В исследованиях было показано, что ВГ A(H1N1)pdm09 
вызывает выраженное снижение экспрессии eNOS in 
vitro, а также опосредует длительное (до 2 мес) сни-
жение данного фактора in vivo [13, 14]. Таким образом, 
снижение eNOS при гриппе является одним из важных 
маркеров поражения эндотелия [11].

Таким образом, вовлечение эндотелия кровеносных 
сосудов является важным аспектом патогенеза грип-
па. Более того, нарушения морфофункциональных 
свойств клеток эндотелия, возникающие при гриппе, 
могут сохраняться на протяжении 2 мес от начала за-
болевания, что соответствует эпидемиологическим 
данным о положительной корреляционной связи меж-
ду заболеваемостью гриппом и «дополнительной» 
смертностью от заболеваний сердечно-сосудистой 
системы на протяжении 2 мес после окончания эпи-
демии [14–16]. Все это указывает на необходимость 
учитывать вклад поражения эндотелия в патогенез 
гриппа, а также создает предпосылки для проведения 
скрининга препаратов с эндотелиопротективной ак-
тивностью, способных восстанавливать и поддержи-
вать морфофункциональные свойства клеток сосуди-
стого эндотелия, что, в свою очередь, необходимо для 
оптимизации схем патогенетической терапии данного 
заболевания.

Для коррекции дисфункции эндотелия при гриппе 
был предложен ряд препаратов с предполагаемой эн-
дотелиопротективной активностью: статины, ингиби-
торы ангиотензинпревращающего фермента (иАПФ), 
блокаторы ангиотензиновых рецепторов (БАР), 
β-блокаторы, вазодилататоры и пр.

Перспективные данные в отношении статинов как 
препаратов для патогенетического лечения гриппа 
были получены в начале XXI в. Помимо основного 
механизма действия, связанного со снижением вну-
триклеточного содержания холестерина, также выя-
вили ряд плейотропных эффектов. К таким эффектам 
можно отнести не только противовоспалительное 
и иммуномодулирующее действие, но и улучшение 
функции эндотелия, снижение пролиферации глад-
комышечных клеток медии сосудов, а также анти-
тромботический эффект [17]. Однако за последние  
10–15 лет появляется все больше данных, указываю-
щих на отсутствие эффекта при использовании раз-
личных статинов в рамках патогенетической терапии 
тяжелых форм гриппа [18]. Более того, систематиче-
ский прием препаратов из данной фармакологической 
группы до госпитализации может быть ассоциирован 
с ростом заболеваемости гриппом, особенно среди 
лиц женского пола и лиц старше 60 лет [19]. 

В отношении иАПФ и БАР также имеются проти-
воречивые данные. Результаты одного из системных 
обзоров указывают на значимое снижение развития 
пневмонии и ассоциированной с ней смертностью 
от гриппа у пациентов, которым назначали в качестве 
патогенетической терапии препараты групп иАПФ, 
но не БАР [20]. Согласно данным другого исследова-
ния (метаанализа), при систематическом использова-
нии препаратов этих групп у пациентов на фоне грип-
па не наблюдалось статистически значимого сниже-
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ния развития пневмонии и ассоциированной с ней 
смертности [21].

В отношении β-блокаторов было показано, что эти 
препараты не снижают вероятность развития сердеч-
но-сосудистых осложнений на фоне гриппа при их 
систематическом приеме у пациентов с острым коро-
нарным синдромом [22].

Таким образом, вопрос коррекции дисфункции эн-
дотелия кровеносных сосудов в рамках патогенетиче-
ской терапии гриппа остается нерешенным. 

Исходя из полученных ранее результатов и данных 
литературы об изменениях морфофункциональных 
свойств клеток эндотелия при гриппе, включающих 
нарушение морфологии эндотелия сосудов легких, 
снижение уровня экспрессии eNOS в эндотелии кро-
веносных сосудов легких и брыжейки (локальный 
и системный уровень), а также снижение эндоте-
лий-зависимой вазодилатации и повышение вазокон-
стрикции на системном уровне, в качестве двух пре-
паратов-кандидатов с потенциальной эндотелиопро-
тективной активностью в настоящем исследовании 
были использованы дротаверин и сакубитрил-валсар-
тан [6, 14, 23, 24].

Дротаверин является селективным ингибитором 
фосфодиэстеразы 4-го типа, чей механизм действия 
связан с повышением концентрации в клетках вто-
ричных мессенджеров – циклического аденозинмо-
нофосфата и циклического гуанозинмонофосфата, 
что, в свою очередь, повышает активность фосфа-
тазы регуляторной легкой цепи миозина, обуслав-
ливая расслабление гладкой мускулатуры. Обладая 
спазмолитическим и вазодилатирующим эффектом, 
дротаверин способен нивелировать системную вазо-
констрикцию, что снижает выраженность активации 
и дисфункции клеток эндотелия. Также необходимо 
отметить, что данный препарат активно изучался 
в НИИ гриппа и в 2003  г. был предложен в составе 
комбинированного препарата – дротаверин в сочета-
нии с ремантадином (патент № 2229877), показавшего 
эндотелиопротективный эффект как в исследованиях 
in vitro, так и в клинических исследованиях.

В свою очередь, сакубитрил-валсартан, комби-
нированный препарат нового поколения, относится 
к ингибиторам неприлизина и рецепторов ангиотен-
зина  II. Так, сакубитрил-валсартан применяется при 
лечении хронической сердечной недостаточности 
с целью снижения риска сердечно-сосудистой смер-
ти, а также при эссенциальной гипертензии [25]. Дан-
ный препарат снижает выраженность оксидативного 
стресса и активации тромбоцитов (антитромботи-
ческого действие), понижает концентрацию провос-
палительных цитокинов (интерлейкина-6, фактора 
некроза опухоли-α) в крови, а также способствует 
снижению жесткости артериальной стенки, обуслав-
ливая вазодилатирующий эффект у пациентов с хро-
нической сердечной недостаточностью [26]. Также 
имеются данные о способности сакубитрил-валсар-
тана обуславливать коррекцию дисфункции эндоте-
лия микроциркуляторного русла на фоне инфекции, 
вызванной вирусом SARS-CoV-2 [27]. 

Эндотелиопротективные свойства дротаверина 
и сакубитрил-валсартана оценивали по их способно-
сти влиять на: 1) выраженность гистопатологических 
изменений со стороны эндотелия кровеносных сосудов 
легких; 2) уровень экспрессии eNOS в эндотелии крове-
носных сосудов брыжейки; 3) вазоконстрикцию и эндо-
телий-зависимую вазодилатацию кровеносных сосудов 
брыжейки; 4) инфекционную активность вируса в тка-
нях легких (прямая противовирусная активность).

Цель работы – исследование эндотелиопротектив-
ных свойств сакубитрил-валсартана и дротаверина 
при экспериментальной инфекции, вызванной ВГ 
A(H1N1)pdm09.

Материалы и методы
Лабораторные животные. В исследовании были 

использованы 20 крыс-самцов стока Wistar (SPF-ста-
тус) массой 337 ± 65 г, полученных из питомника  
ФГБУ ПЛЖ «НМИЦ им. В.А. Алмазова». Животных 
содержали в отдельной комнате на базе вивария ФГ-
БУ «НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева» Минздрава 
России в стандартных условиях в соответствии с ди-
рективой 2010/63EU Европейского парламента и Со-
вета Европейского союза. Животные получали пол-
ный пищевой рацион и питьевую воду ad libitum. Ав-
торы подтверждают соблюдение институциональных 
и национальных стандартов по использованию лабо-
раторных животных в соответствии с Consensus author 
guidelines for animal use (IAVES, 23.07.2010). Про-
токол исследования был одобрен комиссией по био-
этике ФГБУ «НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева» 
Минздрава России (протокол № 05 от 27.03.2023). 

Дизайн исследования. Животные были случайным 
образом распределены на 4 группы (по 5 особей в ка-
ждой): 1-я группа (контроль) – интактные крысы, по-
лучавшие на протяжении 4 сут питьевую воду без 
добавления препаратов, которым на 4-е сутки интра-
назально вводили стерильный физиологический рас-
твор в объеме 0,2 мл; 2-я группа (грипп; контроль за-
ражения) – крысы, получавшие на протяжении 4 сут 
воду без добавления препаратов, которых на 4-е сут-
ки интраназально инфицировали ВГ A(H1N1)pdm09 
(инфекционная активность 6,3 lg ЭИД50/мл, объем 0,2 
мл); 3-я группа (сакубитрил-валсартан + грипп) – жи-
вотные, получавшие внутрижелудочно на протяже-
нии 4 сут сакубитрил-валсартан (60 мг/кг/сут), кото-
рых на 4-е сутки интраназально инфицировали ВГ 
A(H1N1)pdm09 (объем 0,2 мл); 4-я группа (дротаверин 
+ грипп) – крысы, получавшие внутрижелудочно на 
протяжении 4 сут дротаверин (40 мг/кг/сут), с после-
дующим интраназальным заражением (на 4-е сутки) 
исследуемым ВГ (объем 0,2 мл).

Препараты дротаверин и сакубитрил-валсар-
тан были приобретены в аптечной сети «Неофарм»  
(г. Санкт-Петербург, Россия).

Интраназальное заражение (или введение физ-
раствора) животных проводили после наркотиза-
ции 3% р-ром изофлюрана (Laboratorios Karizoo, 
Испания). Через 1 сут после введения физраствора 
или инфицирования крыс повторно наркотизировали, 



353

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2025; 70(4)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-235

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

а затем подвергали эвтаназии с последующим выде-
лением тканей легких и брыжейки. 

Содержание, заражение и введение препаратов 
животным проводилось сотрудниками ФГБУ «НИИ 
гриппа им. А.А. Смородинцева» Минздрава России 
(Марченко В.А. и Жилинской И.Н.) на базе вивария 
вышеупомянутого НИИ в 2023 г.

Определение инфекционного титра вируса в гомо-
генатах тканей легких и брыжейки. Из ткани пра-
вого легкого, а также брыжейки готовили 10% гомо-
генаты, добавляя среду DMEM («Биолот», Россия) 
с помощью лабораторного гомогенизатора SHM2 
(Stuart, Великобритания). После центрифугирования 
(10–15 мин, 1000 × g) из супернатанта готовили се-
рию 10-кратных разведений в фосфатно-солевом бу-
фере (PBS) и вносили в аллантоисную полость раз-
вивающихся куриных эмбрионов (РКЭ) по 200 мкл 
каждого разведения. Так, для гомогенатов легких 
использовали разведения от 10−1 до 10−8, а для гомо-
генатов брыжейки – от 10−1 до 10−4. Инкубацию РКЭ 
проводили при температуре 36 °С в течение 2 суток, 
после чего из эмбрионов отбирали по 100 мкл ал-
лантоисной жидкости, переносили в иммунологиче-
ский планшет и добавляли 100 мкл 0,5% суспензии 
куриных эритроцитов. Реакцию гемагглютинации 
учитывали после оседания эритроцитов в контроле. 
Инфекционную активность рассчитывали по методу 
Рида–Менча [28].

Оценка гистопатологических изменений эндоте-
лия кровеносных сосудов легких крыс. Сразу после 
некропсии ткани левого легкого животных пере-
носили в 10% формалин и оставляли для фиксации 
на 24 ч. Гистологическую проводку осуществляли на 
автоматическом процессоре замкнутого типа Shandon 
Excelsior ES (Thermo Fisher Scientific, Великобрита-
ния). После этого из готовых парафиновых блоков из-
готавливали срезы легких толщиной 3–5 мкм с после-
дующей депарафинизацией, дегидратацией в спиртах 
и окрашиванием гематоксилином и эозином.

Гистопатологические изменения со стороны эндо-
телия легких оценивали по трем параметрам, вклю-
чая: 1) десквамацию, 2) изменения морфологии эн-
дотелия и 3) дистрофические изменения. Для оценки 
выраженности данных изменений использовали по-
луколичественную шкалу от 0 до 3, где 0 – отсутствие 
изменений, 1 – слабо выраженные изменения, 2 – 
умеренно выраженные изменения, 3 – выраженные 
изменения. От каждого животного изучали 3–5 кро-
веносных сосудов.

Иммуногистохимическое исследование. С целью 
локализовать нуклеопротеин (NP) ВГ в легких и бры-
жейке животных срезы с аутопсийным материалом 
инкубировали с мышиными моноклональными анти-
телами (клон 6D11; получены из лаборатории биотех-
нологии диагностических препаратов ФГБУ «НИИ 
гриппа им. А.А. Смородинцева») к соответствую-
щему вирусному антигену (в разведении 1  :  1000). 
Для изучения уровня экспрессии eNOS в эндотелии 
кровеносных сосудов брыжейки использовали мо-
ноклональные мышиные антитела (Abcam, США, 

ab76198) в соотношении 1 : 500 к соответствующему 
белку. 

Для детекции вирусного NP  и eNOS в материале 
использовали согласно инструкции систему иммуно-
гистохимической визуализации Envision Flex (Dako, 
Дания), которая включает вторичные антитела, конъ-
югированные с  пероксидазой хрена, а также DAB-
хромоген.

Морфометрическую обработку для определения 
экспрессии eNOS проводили с использованием про-
граммного обеспечения Nis-Elements BR 4.40 (Nikon, 
Япония) [29]. Для этого определяли отношение сум-
марной интенсивности сигнала – безразмерной вели-
чины, представленной суммой интенсивности всех 
пикселей изучаемого объекта (в диапазоне регистра-
ции 0–105) к площади заполнения, которое выража-
лось в условных единицах (у.е.).

Изучение вазомоторной активности кровеносных 
сосудов брыжейки крыс. Из материала от каждого 
животного изолировали по три артерии брыжейки  
(3-го порядка), с последующим их монтированием в ка-
мерах проволочного миографа (DMT 620M, Дания). 

Для исследования вазомоторной активности микро-
сосудов использовали протокол кумулятивного отве-
та на вазоконстриктор фенилэфрин (ФЭ) и вазодила-
татор ацетилхолин (АХ) со ступенчато увеличиваю-
щейся концентрацией агонистов (от 10−7 до 10−5 М).  
Полученные данные регистрировали с помощью про-
граммного обеспечения LabChart 8.1.30. В качестве 
основных показателей оценки вазомоторной актив-
ности сосудов использовали: 1) концентрацию, обе-
спечивающую 50% максимального ответа сосудов на 
агонист (log ЕС50, М); 2) величину максимального от-
вета сосудов на агонист (Emax, %). Также определяли 
площадь под кривой «концентрация–ответ» (AUC).

Статистическую обработку полученных данных 
проводили с помощью пакета программ GraphPad 
Prism 8 с использованием метода ANOVA (однофак-
торного дисперсионного анализа). Нормальность по-
лученных данных проверяли с помощью критерия 
Шапиро–Уилка. Данные представляли как среднее 
арифметическое (M), стандартное отклонение (SD) 
и стандартную ошибку среднего (SE). Статистиче-
скую значимость оценивалась с помощью U-критерия 
Манна–Уитни, критерия Краскела–Уоллиса и крите-
рия Брауна–Форсайта. Различия считали статистиче-
ски значимыми для значений p < 0,05.

Результаты
Определение инфекционной активности вируса 

гриппа в гомогенатах тканей легких и брыжейки 
крыс. Титры ВГ А(H1N1)pdm09 в гомогенатах легких 
крыс всех групп представлены в табл. 1. 

Так, в 1-й группе (контроль) инфекционно активный 
ВГ в легких не обнаруживался, тогда как во 2-й группе 
(грипп) титр вируса составлял 6,27 ± 0,15 lg ЭИД50/мл,  
в 3-й группе (дротаверин + грипп) – 6,43  ± 0,31 
ЭИД50/мл, а в 4-й группе (сакубитрил-валсартан + 
грипп) – 6,29 ± 0,1 lg ЭИД50/мл. Титр вируса во 2–4-й 
группах статистически не отличался. В свою очередь, 
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в гомогенатах брыжейки крыс ВГ не обнаруживался.
Детекция нуклеопротеина вируса гриппа в крове-

носных сосудах легких и брыжейки крыс методом 
иммуногистохимического анализа. Для подтвержде-
ния репродукции вируса в тканях и кровеносных со-
судах легких и брыжейки крыс проводили детекцию 
белка NP ВГ (рис. 1). 

Как видно из рис. 1, NP ВГ обнаруживался в кро-
веносных сосудах легких крыс 2–4-й групп. В свою 
очередь, иммуногистохимическое исследование 
не выявило присутствие NP-антигена в тканях и сосу-
дах легких животных 1-й группы (контроль), а также 
в кровеносных сосудах и тканях брыжейки крыс всех 

групп. 
Оценка гистопатологических изменений эндоте-

лия кровеносных сосудов легких крыс. Наиболее вы-
раженные изменения со стороны эндотелия легких 
регистрировали во 2-й группе (рис. 2 б). 

На рис. 3 представлены результаты полуколиче-
ственной оценки гистопатологических изменений эн-
дотелия кровеносных сосудов легких крыс. Так, наи-
более выраженные изменения регистрировали во 2-й 
группе (грипп). В частности, выраженность гистопа-
тологических изменений со стороны эндотелия лег-
ких в этой группе варьировала от слабой до умерен-
ной и составляла для десквамации 1,5 ± 0,11 балла, 

Таблица 1. Титры вируса гриппа А/СПб/48/16 (H1N1)pdm09 в гомогенатах легких и брыжейки крыс (M ± SD)
Table 1. Titers of influenza А/Saint Petersburg/48/16 (H1N1)pdm09 virus in pulmonary and mesenteric homogenates of rats (M ± SD)

Тип гомогената
Type of homogenate

Инфекционный титр вируса гриппа через 1 сут после инфицирования (lg ЭИД50/мл)
Infectious titer of influenza virus at 1 day post infection (log10 EID50/mL)

1-я группа 
(контроль)

Group 1
(control)
(n = 5)

2-я группа
(грипп)
Group 2
(IAV)
(n = 5)

3-я группа (сакуби-
трил-валсартан + грипп)

Group 3
(sacubitril/valsartan + IAV)

(n = 5)

4-я группа
(дротаверин + грипп)

Group 4
(drotaverine + IAV)

(n = 5)

Легкие
Lungs

0,0 ± 0,0 6,27 ± 0,15* 6,43 ± 0,31* 6,29 ± 0,1*

Брыжейка
Mesentery

0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0

Примечание. * – p < 0,05 по сравнению с 1-й группой (контроль), критерий Манна–Уитни (n = 5).
Note. * – p < 0.05 compared with group 1 (control), Mann–Whitney test (n = 5).

a/a

д/e

б/b

е/f

в/c

ж/g

г/d

з/h

Рис. 1. Иммуногистохимический анализ экспрессии нуклеопротеина (NP) вируса гриппа А в тканях и кровеносных сосудах легких 
и брыжейки крыс (ув. 200).

Кровеносный сосуд легких крысы: a – 1-й группы (контроль); б – 2-й группы (грипп); в – 3-й группы (сакубитрил-валсартан + грипп); г – 4-й группы 
(дротаверин + грипп); кровеносный сосуд брыжейки крысы: д – 1-й группы (контроль); е – 2-й группы (грипп); ж – 3-й группы (сакубитрил-вал-
сартан + грипп); з – 4-й группы (дротаверин + грипп). Черными стрелками обозначены NP-позитивные клетки эндотелия; белыми стрелками –  

NP-позитивные тучные клетки.
Fig. 1. Immunohistochemical assay of IAV NP expression in tissue and blood vessels of rat lungs and mesentery (magnification  200×).

Pulmonary blood vessel of rat: a – group 1 (control); b – group 2 (IAV); c – group 3 (sacubitril/valsartan + IAV); d – group 4 (drotaverine + IAV); mesenteric 
blood vessel of rat: e – group 1 (control); f – group 2 (IAV); g – group 3 (sacubitril/valsartan + IAV); h – group 4 (drotaverine + IAV). Black arrows indicate 

NP-positive endothelial cells; white arrows denote NP-positive mast cells.



355

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2025; 70(4)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-235

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

для дистрофических изменений – 1,45 ± 0,11 балла, 
и для изменения морфологии эндотелия – 1,35 ± 0,13 
балла. Кроме того, также выявили слабую или уме-
ренную степень разволокнения адвентиции и медии 
кровеносных сосудов.

В 3-й группе  (сакубитрил-валсартан + грипп) 
наблюдали статистически значимое снижение вы-
раженности степени десквамации по сравнению 

со 2-й группой (грипп) – 0,86 ± 0,35 балла (p<0,05), 
тогда как для двух других параметров (дистрофиче-
ские изменения и изменения морфологии) наблю-
дали лишь тенденцию к снижению (в сравнении 
со 2-й группой).

В 4-й группе (дротаверин + грипп) регистрировали 
минимальные гистопатологические изменения сре-
ди экспериментальных групп (2–4-я). Так, степень 

a/a

д/e

б/b

е/f

в/c

ж/g

г/d

з/h
Рис. 2. Гистологическое исследование кровеносных сосудов легких крыс и брыжейки  

(ув. 200 для а–г, ув. 400 для д–з, окрашивание гематоксилином и эозином).
Кровеносный сосуд легких крысы: a – 1-й группы (контроль); б – 2-й группы (грипп); в – 3-й группы (сакубитрил-валсартан + грипп); 
г – 4-й группы (дротаверин + грипп); кровеносный сосуд брыжейки крысы: д – 1-й группы (контроль); е – 2-й группы (грипп); ж – 3-й группы  

(сакубитрил-валсартан + грипп); з – 4-й группы (дротаверин + грипп).
Fig. 2. Histological examination of pulmonary and mesenteric blood vessels  

(magnification 200 × for a–d, magnification 400 × for e–h, hematoxylin & eosin staining).
Pulmonary blood vessel of rat: a – group  1 (control); b – group  2 (IAV); c – group  3 (sacubitril/valsartan + IAV); d – group  4 (drotaverine + IAV); mesenteric 

blood vessel of rat: e – group  1 (control); f – group  2 (IAV); g – group  3 (sacubitril/valsartan + IAV); h – group  4 (drotaverine + IAV).

Рис. 3. Полуколичественная оценка поражения эндотелия кровеносных сосудов легких крыс (M ± SE, баллы).
* – p < 0,05 по сравнению с 1-й группой (контроль); # – p < 0,05 по сравнению со 2-й группой (грипп); & – p < 0,05 по сравнению с 3-й группой (саку-

битрил-валсартан + грипп), критерий Краскела–Уоллиса, 4–5 сосудов от каждого животного (n = 5).
Fig. 3. Histological alteration semi-quantitative score for pulmonary vascular endothelium in rats (M ± SE, score).

* – p < 0.05 compared with group  1 (control); # – p < 0.05 compared with group  2 (IAV); & – p < 0.05 compared with group  3 (sacubitril/valsartan + IAV), 
Kruskal–Wallis test, 4–5 blood vessels from each animal (n = 5).
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выраженности всех трех параметров: десквамации 
(0,62 ± 0,15 балла), изменений морфологии эндоте-
лия (0,6 ± 0,11 балла) и дистрофических изменений 
(0,71  ± 0,12 балла) была значимо ниже, чем во 2-й 
группе (грипп) (p<0,05). 

В 1-й группе (контроль) гистопатологиче-
ских изменений со стороны эндотелия крове-
носных сосудов легких не было обнаружено  
(0,05 ± 0,05 балла для всех трех параметров), так же 
как и со стороны эндотелия кровеносных сосудов 
брыжейки.

Определение уровня экспрессии eNOS в эндотелии 
кровеносных сосудов брыжейки крыс. На рис. 4 пред-
ставлены результаты определения уровня eNOS в эн-
дотелии кровеносных сосудов брыжейки крыс.

Проведенный морфометрический анализ уровня 
экспрессии eNOS в эндотелии кровеносных сосудов 
брыжейки у крыс из разных групп позволил выя-
вить следующее (рис. 5): уровень экспрессии eNOS 
в эндотелии кровеносных сосудов брыжейки крыс че-
рез 1 сут после инфицирования во 2-й группе (грипп) 

и 3-й группе (сакубитрил-валсартан + грипп) состав-
лял 690,8 и 718,6 у.е. соответственно и был значи-
мо ниже – на 11,02% (p < 0,05) и 11,46% (p < 0,05) 
по сравнению с 1-й группой (контроль), где этот по-
казатель составил 813,9 у.е. Экспрессия eNOS в эн-
дотелии кровеносных сосудов брыжейки крыс в 4-й 
группе (дротаверин + грипп) составляла 785,5 у.е. 
и оставалась на уровне контрольных значений 1-й 
группы (p  >  0,05), а также была статистически зна-
чимо выше – на 8,52% (p < 0,05) и 12,06% (p < 0,05) 
по сравнению с 3-й группой (сакубитрил-валсартан + 
грипп) и 2-й группой (грипп) соответственно.

Изучение вазомоторной активности кровеносных 
сосудов крыс. Показатели вазомоторной активности 
артерий брыжейки крыс представлены в табл. 2.

Как видно из табл. 2, чувствительность артерий 
брыжейки (определяли по показателю log EC50, M) 
к вазоконстриктору ФЭ во 2-й группе (грипп) была 
выше на 0,18 М (p < 0,05) по сравнению с 1-й груп-
пой (контроль); чувствительность артерий брыжейки 
к вазоконстриктору в 3-й группе  (сакубитрил-валсар-

Рис. 4. Уровень экспрессия eNOS в эндотелии кровеносных сосудов брыжейки крыс, 3–4 сосуда от каждого животного (n = 5). 
Кровеносный сосуд брыжейки крысы: a – 2-й группы (контроль); б – 2-й группы (грипп); в – 3-й группы (сакубитрил-валсартан + грипп);  

г – 4-й группы (дротаверин + грипп) (ув. 400).
Fig. 4. eNOS expression level in mesenteric endothelium of rats, 3–5 blood vessels from each animal (n = 5).

Mesenteric blood vessel of rat: a – group 1 (control); b – group 2 (IAV); c – group 3 (sacubitril/valsartan + IAV,); d – group 4 (drotaverine + IAV)  
(magnification 400×).

a/a б/b в/c г/d

Рис. 5. Уровень экспрессии eNOS в эндотелии кровеносных сосудов брыжейки крыс (M ± SD, у.е.).
* – p < 0,05 по сравнению с 1-й группой (контроль); # – p < 0,05 по сравнению со 2-й группой (грипп), & – p < 0,05 по сравнению с 3-й группой (саку-

битрил-валсартан + грипп), критерий Краскела–Уоллиса, 3–4 сосуда от каждого животного (n = 5).
Fig. 5. eNOS expression level in mesenteric endothelium of rats (M ± SD, c.u.).

* – p < 0.05 compared with group 1 (control), # – p < 0.05 compared with group  2 (IAV), & – p < 0.05 compared with group  3 (sacubitril/valsartan + IAV), Kru-
skal–Wallis test, 3–4 blood vessels from each animal (n = 5). 
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тан + грипп) была выше на 0,17 М (p < 0,05) по сравне-
нию с 1-й группой (контроль) и на уровне 2-й группы 
(грипп). В 4-й группе (дротаверин + грипп) чувстви-
тельность артерий к вазоконстриктору статистически 
не отличалась от значений 1-й группы (контроль), 
но была отмечена тенденция к снижению данного па-
раметра по сравнению с другими группами. 

В свою очередь, максимальный ответ артерий бры-
жейки (определяли по показателю Emax, %) на вазокон-
стриктор во всех группах статистически не отличался. 

Чувствительность артерий к вазодилататору АХ 
(log EC50, M) во 2-й группе (грипп) была на уров-
не отрицательного контроля. В 3-й группе  (саку-
битрил-валсартан + грипп) отмечали тенденцию 
к снижению чувствительности артерий к вазодила-
татору, тогда как в 4-й группе (дротаверин + грипп) 
этот показатель был статистически значимо ниже – 
на 1,01 lg М (p<0,05) по сравнению с 1-й группой 
(контроль). 

Наиболее низкие значения максимального ответа 
сосудов (Emax) на вазодилататор регистрировали во 2-й 
группе (грипп). В 3-й группе (сакубитрил-валсартан + 
грипп) максимальный ответ артерий на АХ находился 
на уровне контрольных значений 1-й группы. У жи-
вотных в 4-й группе (дротаверин + грипп) выявляли 
тенденцию к повышению максимального ответа со-
судов на вазодилататор по сравнению с 1-й группой 
(контроль), а также регистрировали статистически 
значимое повышение ответа – на 59,6% (p  <  0,05) 
по сравнению со 2-й группой (грипп).

Результаты кумулятивного дозозависимого отве-
та артерий брыжейки крыс при введении сакуби-
трил-валсартана и дротаверина на фоне инфицирова-
ния ВГ А(H1N1)pdm09 представлены на рис. 6.

Дозозависимые кривые ответа артерий брыжейки 
крыс на вазоконстриктор ФЭ во всех группах статисти-
чески не различались. Однако следует отметить, что на 
средние концентрации ФЭ (−6 lg M) регистрировали 
тенденцию к увеличению ответа артерий брыжейки 
во всех экспериментальных группах по сравнению 
с 1-й группой (контроль) (рис. 6 а).

В свою очередь, со стороны артерий брыжейки 
крыс 2-й группы (грипп) на вазодилататор АХ реги-
стрировали статистически значимое снижение ответа 
на предмаксимальную концентрацию вазодилататора 
(−5,3 lg М) по сравнению с 1-й группой (контроль) 
(рис. 6 б).

Таким образом, на основании данных из  
табл. 2 и рис. 6, можно сделать вывод о том, что дро-
таверин, но не сакубитрил-валсартан способен вос-
станавливать чувствительность артерий брыжейки 
к вазоконстриктору ФЭ и снижать чувствительность 
к вазодилататору АХ на фоне повышения эндоте-
лий-зависимого максимального ответа кровеносных 
сосудов брыжейки на АХ.

Результаты изучения интегрального ответа артерий 
брыжейки крыс представлены на рис. 7.

Как видно из рис. 7, была выявлена тенденция к сни-
жению интегрального ответа во  2-й группе (грипп) 
на вазодилататор, тогда как статистически значимых 
отличий в отношении сосудов брыжейки на вазокон-
стриктор не регистрировали.

Обсуждение
В качестве экспериментальной модели гриппозной 

инфекции использовали крыс стока Wistar. Эти жи-
вотные являются чувствительными по отношению 
к ВГ A(H1N1)pdm09 после их предварительной адап-
тации [30]. Помимо этого, у крыс этого стока после 
инфицирования ВГ регистрируются выраженные 
морфофункциональные изменения со стороны эндо-
телия кровеносных сосудов легких и брыжейки на 
ранних сроках инфекции [23, 24]. 

В настоящем исследовании изучали эндотелиопро-
тективную активность сакубитрил-валсартана и дро-
таверина через 24 ч после инфицирования крыс ВГ 
A(H1N1)pdm09, так как именно на этом временно́м 
интервале наблюдается наиболее выраженное пора-
жение эндотелия кровеносных сосудов [23, 24]. В экс-
перименте изучали влияние в лечебно-профилакти-
ческой схеме сакубитрил-валсартана и дротаверина 
на: 1) инфекционную активность вируса в гомогена-

Таблица 2. Показатели вазомоторной активности артерий брыжейки крыс (M ± SE)
Table 2. Vasomotor activity of mesenteric arteries of rats (M ± SE)

Группа
Group

Вазоконстриктор фенилэфрин (ФЭ)
Vasoconstrictor phenylephrine (PE)

Вазодилататор ацетилхолин (АХ)
Vasodilator acetylcholine (ACh)

Log EC50, M Emax, % Log EC50, M Emax, %

1-я группа (контроль)
Group 1 (control)

−5,54 ± 0,03 134,66 ± 8,11 −6,35 ± 0,16 47,62 ± 5,36

2-я группа (грипп)
Group 2 (IAV)

−5,72 ± 0,04** 119,70 ± 4,91 −6,43 ± 0,17 26,81 ± 9,18

3-я группа (сакубитрил-валсартан + грипп)
Group 3 (sacubitril/valsartan + IAV)

−5,71 ± 0,04** 117,54 ± 6,26 −6,07 ± 0,18 43,05 ± 7,29

4-я группа (дротаверин + грипп)
Group 4 (drotaverine + IAV)

−5,10 ± 0,68 125,92 ± 6,29 −5,34 ± 0,37# 66,36 ± 12,24#

Примечание. ** – p < 0,01 по сравнению с 1-й группой (контроль); # – p < 0,05 по сравнению со 2-й группой (грипп), критерий Брауна–Фор-
сайта, 3 сосуда от каждого животного (n = 5). 
Note. ** – p < 0.01 compared with group  1 (control); # – p < 0.05 compared with group  2 (IAV), Brown–Forsythe test, 3 blood vessels from each 
animal (n = 5). 
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тах легких и брыжейки крыс, 2) выраженность гисто-
патологических изменений эндотелия кровеносных 
сосудов легких, 3) уровень экспрессии eNOS в эндо-
телии кровеносных сосудов брыжейки, 4) вазомотор-
ную активность кровеносных сосудов брыжейки при 
инфицировании ВГ A(H1N1)pdm09.

Необходимо отметить, что гистологические иссле-
дования проводили в кровеносных сосудах легких, 
а вазомоторную активность и уровень экспрессии 
eNOS изучали в эндотелии кровеносных сосудов бры-
жейки. Известно, что ВГ A(H1N1)pdm09 инфицирует 

эндотелий кровеносных сосудов легких крыс, что 
опосредует прямое цитопатическое действие и вызы-
вает изменение морфологических и функциональных 
свойств данных клеток. Однако на фоне гриппозной 
инфекции у животных репродукция вируса в клетках 
эндотелия кровеносных сосудов брыжейки не про-
исходит, что выражается в отсутствии каких-либо 
гистопатологических изменений [14]. Вместе с тем 
поражение ВГ эндотелиоцитов сосудов легких крыс 
вызывает системное поражение кровеносных сосу-
дов, вероятно, за счет оксидативного стресса, гипок-

Рис. 6. Дозозависимые кривые «концентрация-ответ» артерий брыжейки крыс (M ± SE).
a – фенилэфрин-зависимое сокращение кровеносных сосудов; б – ацетилхолин-зависимое расслабление кровеносных сосудов. * – p < 0,05 по сравне-
нию с 1-й группой (контроль); # – p < 0,05 по сравнению со 2-й группой (грипп), критерий Брауна–Форсайта, 3 сосуда от каждого животного (n = 5).

Fig. 6. Dose-dependent response curves of mesenteric arteries of rats (M ± SE).
a – dose-dependent response to phenylephrine; b – dose-dependent response to acetylcholine. * – p < 0.05 compared with group  1 (control); # – p < 0.05 

compared with group  2 (IAV), Brown-Forsythe test, 3 blood vessels from each animal (n = 5). 

Рис. 7. Интегральный ответ артерий брыжейки крыс (M ± SE).
p > 0,05 по сравнению с 1-й группой (контроль), критерий Брауна–Форсайта, 3 сосуда от каждого животного (n = 5).

Fig. 7. Integral response of mesenteric arteries of rats (M ± SE).
p > 0.05 compared with group  1 (control), Brown–Forsythe test, 3 blood vessels from each animal (n = 5).
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сии и/или цитокинемии [11, 31–33]. Кроме того, со-
суды брыжейки являются общепризнанной моделью 
изучения функциональной активности кровеносных 
сосудов на системном уровне.

Так, титр исследуемого ВГ в гомогенатах легких 
крыс 3-й групп (сакубитрил-валсартан + грипп) и 4-й 
группы (дротаверин + грипп) статистически не отли-
чался от 2-й группы (грипп), что указывает на отсут-
ствие у препаратов противовирусной активности. Ре-
продукция ВГ была подтверждена с помощью детек-
ции NP ВГ в тканях и кровеносных сосудах легких. 
Необходимо отметить, что вирус не обнаруживался 
в тканях брыжейки, что подтверждается данными 
предыдущих исследований [14]. 

При изучении гистопатологических изменений 
со стороны кровеносных сосудов легких животных 
было установлено, что дротаверин значимо снижает 
степень выраженности десквамации, дистрофиче-
ских изменений и изменений морфологии эндотелия 
по сравнению со 2-й группой (грипп). В свою оче-
редь, применение сакубитрил-валсартана статистиче-
ски значимо снижало степень выраженности десква-
мации эндотелия, но не дистрофических изменений 
и изменений морфологии эндотелия. Можно предпо-
ложить, что изменения морфологии и дистрофиче-
ские изменения эндотелия являются следствием ми-
грации клеток иммунной системы в очаг воспаления, 
тогда как десквамация возникает в результате гибели 
эндотелиоцитов и отражает, как правило, крайнюю 
степень поражения эндотелия. Стоит отметить, что 
выраженность отека легочной ткани (отношение мас-
сы легких к массе тела) во всех группах статистиче-
ски не различалась (данные не представлены).

При изучении уровня экспрессии eNOS в эндоте-
лии кровеносных сосудов брыжейки было установ-
лено, что дротаверин восстанавливает экспрессию 
этого эндотелиального фактора до значений 1-й груп-
пы (контроль). В свою очередь, экспрессия eNOS на 
фоне применения сакубитрил-валсартана остается на 
уровне значений 2-й группы (грипп). 

Кроме того, полученные данные указывают на уве-
личение максимального ответа и снижение чувстви-
тельности кровеносных сосудов брыжейки на вазо-
дилататор АХ, а также восстановления чувствитель-
ности к вазоконстриктору ФЭ на фоне применения 
дротаверина. В свою очередь, сакубитрил-валсартан 
восстанавливает максимальный ответ артерий бры-
жейки на вазодилататор и не влияет на чувствитель-
ность кровеносных сосудов брыжейки к нему, тогда 
как чувствительность к вазоконстриктору значимо 
выше контрольных значений. Необходимо отметить, 
что уровень экспрессии eNOS в эндотелии кровенос-
ных сосудов брыжейки в целом соотносится с макси-
мальным ответом кровеносных сосудов брыжейки на 
вазодилататор АХ.

Исходя из полученных результатов, можно сделать 
вывод о том, что дротаверин обладает более выражен-
ными эндотелиопротективными свойствами по срав-
нению с сакубитрил-валсартаном. Это можно объяс-
нить тем, что дротаверин в большей степени снижает 

выраженность гистопатологических изменений сосу-
дистого эндотелия легких. Так, выраженное пораже-
ние клеток эндотелия кровеносных сосудов легких 
(локальный уровень), возникающее на фоне прямого 
цитопатического действия ВГ, опосредует актива-
цию эндотелиоцитов, которые становятся основными 
продуцентами провоспалительных цитокинов (фак-
тор некроза опухоли-α, интерлейкин-1β и интерлей-
кин-6), а также хемокинов (CXCL10, RANTES) [11]. 
В свою очередь, высокие концентрации провоспали-
тельных цитокинов, циркулирующих в крови, обу-
славливают активацию клеток сосудистого эндотелия 
кровеносных сосудов на системном уровне (включая 
сосуды брыжейки).

Заключение
Дротаверин и сакубитрил-валсартан обладают 

эндотелиопротективными свойствами при их при-
менении в лечебно-профилактической схеме у крыс 
при экспериментальной инфекции, вызванной ВГ 
A(H1N1)pdm09. При этом дротаверин обладает более 
выраженной эндотелиопротективной активностью, 
чем сакубитрил-валсартан, обуславливая: 1) сниже-
ние выраженности поражения эндотелия кровенос-
ных сосудов легких, 2) повышение максимального 
ответа со стороны кровеносных сосудов брыжейки 
на АХ, 3) нормализацию экспрессии eNOS в эндоте-
лии кровеносных сосудов брыжейки. Оба препарата 
не обладают противовирусной активностью in vivo.

Таким образом, эндотелиопротективный эффект 
дротаверина и сакубитрил-валсартана связан с их  
системным вазодилатирующим и гипотензивным 
действием.

Полученные данные могут лечь в основу дальней-
ших доклинических исследований по изучению эн-
дотелиопротективных свойств данных препаратов 
в терапевтической схеме, а также последующих кли-
нических исследований с целью оптимизации патоге-
нетической терапии гриппа.

Настоящее исследование является продолжением 
работ по изучению дисфункции эндотелия кровенос-
ных сосудов, индуцированной вирусом гриппа A(H1N1)
pdm09, начатых в 2020 г. группой ученых ФГБУ «НИИ 
гриппа им. А.А. Смородинцева» Минздрава России.
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