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Сероводород принимает участие в регуляции функций различных органов как в
физиологических условиях, так и при патологии, и, в частности, является важ-
нейшим участником воспалительного процесса. В данном исследовании мы изу-
чили роль и механизмы действия сероводорода в липополисахарид-индуциро-
ванной релаксации капсулы брыжеечных лимфатических узлов быка. Исследо-
вание проведено на полосках капсулы брыжеечных лимфатических узлов быков.
Изолированные полоски капсулы лимфатических узлов инкубировали на протя-
жении 6 ч в среде F-10 Ham с добавлением липополисахарида (ЛПС Escherichia
coli O55:B5). По окончании инкубирования препараты исследовали на миогра-
фической установке. Сократительные свойства оценивали посредством приме-
нения фенилэфрина, а способность к релаксации – посредством применения
папаверина. Участие H2S и NO в ЛПС-индуцированной релаксации определяли
посредством применения специфических ингибиторов. Инкубация полосок
капсулы лимфатических узлов в среде F-10 Ham + ЛП приводила к ингибирова-
нию фазных сокращений и снижению уровня тонического напряжения препара-
тов. Стойкое угнетение сократительной функции гладкомышечных клеток кап-
сулы лимфатических узлов происходило под влиянием H2S, синтезируемого
ферментами цистатионин-γ-лиазой, цистатионин-β-синтазой и 3-меркапто-
сульфуртрансферазой, а также NO, продуцируемого индуцибельной NO-синта-
зой. Полученные данные показали, что H2S является одним из основных ве-
ществ, достаточно быстро образующихся при моделировании воспаления в лим-
фатических узлах. Мы полагаем, что H2S является важнейшей молекулой,
запускающей совместно с NO воспалительное ремоделирование лимфатических
узлов, способствующее быстрому увеличению их размеров.
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ВВЕДЕНИЕ

Лимфатическая сосудистая сеть, включающая лимфатические капилляры, лим-
фатические сосуды и лимфатические узлы (ЛУ), является одним из основных
участников воспаления и играет важную роль как в развитии, так и в разрешении
воспалительного процесса [1, 2]. Исторически сложилось так, что длительное вре-
мя при исследовании функций ЛУ внимание специалистов было сконцентрирова-
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но в основном на изучении гемопоэтических клеток, которые участвуют в распо-
знавании антигенов (дендритные клетки) и иммунном ответе (В- и Т-лимфоциты)
[3, 4]. Позднее появились работы, в которых была показана важная роль лимфати-
ческих эндотелиальных клеток в осуществлении иммунных функций ЛУ [5, 6]. Бы-
ло установлено, что в ЛУ располагаются по меньшей мере три отдельные группы
лимфатических эндотелиоцитов (ЛЭК субкапсулярного синуса, кортикальные и
медуллярные ЛЭК). Было показано также, что помимо различной локализации,
разные типы ЛЭК экспрессируют разнообразные хемокины, регулирующие мигра-
цию иммунных клеток в пределах ЛУ [7]. Более того, недавно было показано, что
лимфатические эндотелиальные клетки ЛУ являются мощными презентаторами
аутоантигенов и участвуют в поддержании толерантности периферических Т-кле-
ток [8]. В последние годы также появились данные о том, что стромальные клетки
ЛУ негематопоэтического происхождения выполняют не только опорно-трофиче-
скую функцию, но и принимают участие в инициации и поддержании иммунитета [9].
Считается, что различные стромальные клетки играют активную роль в иммун-
ном ответе благодаря их взаимодействию с дендритными клетками и лимфоцита-
ми [10]. Чтобы приспособиться к притоку большого количества нейтрофилов,
макрофагов, дендритных клеток и лимфоцитов, задействованных во время иммун-
ного ответа, стромальные клетки способны быстро делиться с целью ремоделиро-
вания ЛУ [11].

Уникальной особенностью ЛУ является их способность значительно изменять
размер: при воспалении их объем может увеличиваться в 10–20 раз по сравнению с
нормальным размером в течение нескольких дней, и этот рост сопровождается
пролиферативным расширением и ремоделированием сосудисто-стромального
компартмента ЛУ с сохранением его основополагающей структуры [12]. В этом
процессе принято выделять несколько фаз: фаза инициации, фаза расширения и
фаза восстановления [13]. Опубликованы результаты исследований нескольких ла-
бораторий, в которых показано, что среди пяти подмножеств стромальных клеток
ЛУ только фибробластные ретикулярные клетки обладают выраженными сократи-
тельными способностями и экспрессируют α-актин и легкую цепь миозина глад-
ких мышц [14, 15]. Предполагают, что именно эти клетки играют основную роль в
ремоделировании ЛУ при воспалении, однако механизм, посредством которого
они способствуют быстрому увеличению размеров ЛУ, остается неясен [16].

ЛУ, являющиеся основными органами в системе адаптивного иммунитета, ин-
тенсивно изучаются в различных лабораториях [11, 17]. В Pubmed по ключевым
словам “endothelial cells in a lymph node” найдено более 1600 работ за последние
15 лет, а по словам “stromal cells in a lymph node” – более 1100 работ. При этом на
фоне массива публикаций о роли стромальных клеток в процессе воспалительного
ремоделирования ЛУ удивительно мало данных об участии в этом процессе клеток
капсулы ЛУ. Между тем, как было показано в наших работах, именно капсула, со-
держащая значительное количество соединительнотканных волокон и гладкомы-
шечных клеток (ГМК), является наиболее жестким компонентом ЛУ, выполняю-
щим функцию его каркаса и определяющим размеры и форму ЛУ [18, 19].

В более поздних наших работах было установлено, что при моделировании вос-
паления сократительная функция капсулы брыжеечных ЛУ быка значительно из-
меняется: прекращаются быстрые фазные сокращения и происходит довольно
быстрое снижение тонического напряжения [20]. Нами также было показано, что в
физиологических условиях в регуляции фазных и тонических сокращений капсулы
мезентериальных ЛУ быка принимает участие H2S [21]. Роль H2S в воспалительном
процессе и сепсисе была предметом дискуссий в течение длительного времени.
К настоящему времени общепризнано, что H2S является важным фактором регу-
ляции функций органов при разного рода патологии, в т.ч. и при воспалении [22].
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В настоящей работе была поставлена задача изучить роль эндогенного H2S в регу-
ляции сократительной функции ГМК капсулы мезентериальных ЛУ быка и их ре-
моделировании при ЛПС-индуцированном воспалении на модели, описанной ра-
нее [20]. Поскольку “активные” компоненты, ответственные за биологические эф-
фекты H2S, в настоящее время не полностью определены [23], в настоящей статье
термин H2S будет объединять все формы H2S (в т.ч. и полисульфиды), которые бу-
дут присутствовать в растворе при физиологических значениях pH и температуры.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материал для исследования забирали на пункте забоя животных ЗАО “Племен-
ной завод “Приневское”. ЛУ первого порядка забирали из брыжейки быков черно-
пестрой породы (Bos taurus taurus) в возрасте 16–18 мес. через 15 мин после обес-
кровливания животных, промывали в холодном физиологическом солевом раство-
ре (PSS) и вырезали из них полоски капсулы с небольшим количеством коркового
вещества. Полоски капсулы (n = 54 от 23 животных) доставляли в лабораторию в
охлажденном (2–4°С) PSS. В лаборатории полоски капсулы ЛУ тщательно очища-
ли от окружающей соединительной ткани и перикапсулярного жира и готовили
препараты для исследования (полоски капсулы ЛУ длиной 10 мм и шириной 2 мм).
У части полосок капсулы ЛУ удаляли субкапсулярный синус (SS). Контроль каче-
ства удаления эндотелия SS осуществляли посредством оценки релаксационного
ответа полосок капсулы ЛУ на ацетилхолин (отсутствие ответа свидетельствовало о
качественной деэндотелизации).

Подготовленные полоски капсулы ЛУ были разделены на несколько групп
(табл. 1). Препараты инкубировали в среде F-10 Ham (“ДИА-М”, Россия) с добав-
лением бензилпенициллина (100 ЕД/мл) и стрептомицина (10 мг/мл) при 37°C в тече-
ние 6 ч. В среду F-10 Ham для всех групп был также добавлен индометацин (10 мкМ)
для подавления возможного образования вазоактивных простаноидов. В среду F-10
Ham, в которой инкубировали полоски 3–4 групп был добавлен липополисахарид
(ЛПС) (20 мкг/мл), в среду для 5-й и 6-й групп был добавлен ЛПС + актиномицин
D (ингибитор синтеза РНК), а в среду для 7-й и 8-й групп – ЛПС + циклогексимид
(ингибитор синтеза белка).

По завершении инкубации препараты дважды промывали PSS и размещали в
камере миографа с датчиком силы FORT-10 (WPI, США). Информацию от датчика
после преобразования в АЦП “Labmaster” записывали на жесткий диск компьютера.
Эксперименты проводили при непрерывном протоке PSS следующего состава (мМ):
NaCl – 120.4; KCl – 5.9; CaCl2 – 2.5; MgCl2 – 1.2; NaH2PO4 – 1.2; NaHCO3 – 15.5;
глюкоза – 11.0; бычий сывороточный альбумин – 10 г/л. PSS сатурировали газовой
смесью, состоящей из 95% О2 и 5% СО2. Температуру раствора в камере поддержи-
вали на уровне 38.0 ± 0.1°С. Препараты подвергали исходному натяжению в 16 мН.
Такая величина натяжения была выбрана в связи с тем, что после подобного натя-
жения и 30-минутной стабилизации уровень тонического напряжения интактных
полосок капсулы ЛУ (1-я группа) устанавливался на уровне 10.3 ± 1.2 мН, что соот-
ветствовало трансмуральному давлению около 4 см водн. ст. Для проверки сокра-
тительных реакций полосок применяли гиперкалиевый раствор (заменяли 55 мМ
NaCl в PSS на KCl). После оценки сократительной способности препаратов их два-
жды промывали PSS.

В настоящем исследовании использовали следующие вещества: ЛПС Escherichia
coli O55:B5(Sigma-Aldrich), 100 мкг/мл; бензилпенициллина натриевая соль
(“Красфарма”, Россия), 100 ЕД/мл; стрептомицин (“Фармасинтез”, Россия),
10 мг/мл. Остальные реактивы приобретены в Sigma-Aldrich и использовались в
следующих концентрациях: актиномицин D (аctinomycin D), 100 нМ; циклогекси-
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Таблица 1. Особенности полосок капсулы мезентериальных ЛУ быка разных групп и состав
среды для инкубации

SS+ – препараты с сохраненным субкапсулярным синусом, SS– – препараты, у которых субкапсуляр-
ный синус был удален.

№ группы
(количество

полосок)
Особенности препаратов Инкубационная среда

1 (9) Полоска капсулы с субкапсулярным синусом (SS+) Среда F-10 Ham
2 (8) Полоска капсулы без субкапсулярного синуса (SS–) Среда F-10 Ham
3 (14) Полоска капсулы (SS+) Среда F-10 Ham + ЛПС
4 (15) Полоска капсулы (SS–) Среда F-10 Ham + ЛПС

5 (9) Полоска капсулы (SS+) Среда F-10 Ham + ЛПС + актино-
мицин D

6 (10) Полоска капсулы (SS–) Среда F-10 Ham + ЛПС + актино-
мицин D

7 (8) Полоска капсулы с (SS+) Среда F-10 Ham + ЛПС + цикло-
гексимид

8 (7) Полоска капсулы (SS–) Среда F-10 Ham + ЛПС + цикло-
гексимид
мид (Cycloheximide), 10 мкМ; 1400W (N-([3-(Aminomethyl)phenyl] methyl)ethanimi-
damide dihydrochloride), 20 мкМ; DL-пропаргилглицин (DL-Propargylglycine,
PPG), 10 мкМ; аминооксиацетат (Aminooxy)acetic acid hemihydrochloride, АОАА),
100 мкМ; L-аспарагиновая кислота (L-Aspartic acid, (L-Asp), 10 мкМ; фенилэфрин,
((R)-(−)-Phenylephrine hydrochloride, PE), 100 мкМ; папаверин, (Papaverine hydro-
chloride, РР), 40 мкМ; ацетилхолин (аcetylcholine chloridea), 1 мкМ; индометацин
(Indomethacin), 3 мкМ.

Все вещества растворяли в PSS непосредственно перед экспериментом. Актино-
мицин D и индометацин предварительно растворяли в диметилсульфоксиде
(ДМСО), циклогексимид – в этаноле, и перед экспериментом добавляли необхо-
димое количество концентрата в PSS. ДМСО в разведении 1/1000 и этанол в разве-
дении 1/2000 не вызывали статистически значимых изменений параметров сокра-
тительной активности полосок капсулы ЛУ. Детали экспериментов с применением
химических веществ подробно описаны в разделе “Результаты исследования”

Все процедуры, выполненные в данном исследовании, соответствовали этиче-
ским стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, принципам Базельской
декларации и рекомендациям биоэтической комиссии Института физиологии
им. И.П. Павлова РАН.

Статистическую обработку полученных результатов проводили с помощью про-
граммы “StatSoft STATISTICA 6.1.478”. Для проверки нормальности распределения
данных применяли критерий Шапиро–Уилка. Поскольку данные соответствовали
распределению Гаусса, они представлены в виде среднего арифметического значе-
ния и стандартной ошибки (M ± m). Для сравнения данных использовали t-крите-
рий Стьюдента. Различия считали статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Полоски капсулы ЛУ (SS+) и (SS–), инкубированные в течение 6 ч в среде F-10
Ham, после промывки и 30-минутной выдержки в PSS в камере миографа имели
стабильный уровень тонуса, на фоне которого регистрировались ритмичные фаз-
ные сокращения. Величина тонуса и параметры фазных сокращений препаратов
представлены в табл. 2. Полоски капсулы ЛУ без субкапсулярного синуса имели
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Таблица 2. Параметры сокращений полосок капсулы мезентериальных ЛУ быка после инку-
бации в среде F-10 Ham и в среде F-10 Ham + ЛПС с актиномицином D и циклогексимидом

* – различия достоверны по отношению к показателям интактных полосок первой группы, р < 0.05; & –
различия достоверны по отношению к показателям интактных полосок первой группы, р < 0.01; @ – раз-
личия достоверны по отношению к показателям деэндотелизированных полосок второй группы, р < 0.05; # –
различия достоверны по отношению к показателям деэндотелизированных полосок второй группы,
р < 0.01.

№ группы
полосок

капсулы ЛУ

Особенности
препаратов

и их инкубации
Тонус, мН Амплитуда фазных

сокращений, мН
Частота,

мин–1

1 ( SS+) 9.8 ± 0.4 8.3 ± 0.4 0.96 ± 0.07

2 (SS–) 10.9 ± 0.5* 8.6 ± 0.5 1.13 ± 0.07*

3 (SS+) + ЛПС 7.1 ± 0.3& – –

4 (SS–) + ЛПС 8.8 ± 0.6# – –

5 (SS+) + ЛПС + актиномицин D 9.4 ± 0.5* 7.7 ± 0.3* 0.91 ± 0.06

6 (SS ) + ЛПС + актиномицин D 9.7 ± 0.4 7.9 ± 0.5@ 1.06 ± 0.07

7 (SS+) + ЛПС + циклогексимид 9.9 ± 0.6 7.5 ± 0.4* 0.91 ± 0.05

8 (SS–) + ЛПС + циклогексимид 10.3 ± 0.5 7.8 ± 0.5@ 1.04 ± 0.07@
более высокий тонус и несколько бóльшую частоту фазных сокращений по сравне-
нию с интактными.

Поскольку данных об эффектах ЛПС на сократительную функцию ГМК капсу-
лы ЛУ крайне мало, мы оценили параметры сократительной активности интакт-
ных и деэндотелизированных полосок капсулы ЛУ после добавления в инкубаци-
онную среду ЛПС (через 1 и через 6 ч). Исследование препаратов, инкубированных
в среде с ЛПС на протяжении 1 ч, не выявило достоверных изменений параметров
их сократительной функции по сравнению с препаратами 1-й и 2-й групп (не пока-
зано). Полоски капсулы ЛУ, обработанные ЛПС на протяжении 6 ч (группы 3 и 4),
имели более низкий уровень тонуса, ни в одном из препаратов этих групп не было
зарегистрировано спонтанных фазных сокращений (табл. 2).

С целью исследования механизмов действия ЛПС на капсулу мезентериальных
ЛУ быка в одной из серий опытов (группы 5 и 6) одновременно с ЛПС в среду был
добавлен актиномицин D (ингибитор синтеза РНК), а в другой (группы 7 и 8) –
циклогексимид (ингибитор синтеза белка). После 6-часовой инкубации, полоски
капсулы ЛУ исследовали по стандартной схеме. Было установлено, что параметры
сократительной активности полосок капсулы ЛУ групп 5–8 мало отличались от
аналогичных в группах 1 и 2. Частота фазных сокращений полосок капсулы ЛУ
групп 5–8 были несколько меньше по сравнению с аналогичными препаратами
групп 1 и 2, однако это уменьшение было незначительным и составляло в различ-
ных экспериментах 3–7% от величин, зарегистрированных в группах 1 и 2.

С целью исследования релаксационных свойств полосок капсулы ЛУ, после ин-
кубации в среде F-10 Ham полоски дважды промывали PSS и помещали в камеру
миографа. Все препараты подвергали исходному натяжению в 16 мН. После 30-ми-
нутного нахождения в камере миографа устанавливался стабильный уровень тони-
ческого напряжения полосок (табл. 2 и рис. 1). Затем в камеру миографа вводили
раствор папаверина (40 мкМ), под действием которого препараты максимально
расслаблялись. На рис. 1 представлены фрагменты записи двух экспериментов (на
рис. 1а – запись изменения напряжения полоски капсулы ЛУ, инкубированной в
среде F-10 Ham + ЛПС, на рис 1b – запись изменения напряжения полоски, инку-
бированной в среде F-10 Ham без ЛПС).
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Рис. 1. Реакции полосок капсулы ЛУ на папаверин. a – реакция полоски капсулы ЛУ, инкубированной
в среде F-10 Ham + ЛПС; b – реакция полоски капсулы ЛУ, инкубированной в среде F-10 Ham без
ЛПС. Левая часть кривой демонстрирует тонус препаратов через 30 мин после помещения в камеру
миографа и создания исходного натяжения в 16 мН. ↓PP – момент добавления в PSS папаверина. Пра-
вая часть кривой показывает тонус препаратов под влиянием папаверина. Вертикальная стрелка пока-
зывает амплитуду релаксации полосок. Внизу – шкала времени (в мин).
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Папаверин-индуцированная релаксация полосок капсулы ЛУ разных групп от-
личалась. Амплитуда релаксации препаратов, инкубированных в среде F-10 Ham
без ЛПС, была значительно больше по сравнению с таковой полосок капсулы ЛУ,
инкубированных с ЛПС. Однако детальный анализ показал, что обе группы препа-
ратов под влиянием папаверина достигли примерно одинакового уровня напряже-
ния. Эти данные являются чрезвычайно интересными и свидетельствуют о том,
что ГМК полосок капсулы ЛУ, инкубированные с ЛПС, уже были значительно
расслаблены еще до воздействия папаверина.

В следующих экспериментах с целью изучения сигнальных путей, активируемых
или ингибируемых ЛПС в клетках капсулы ЛУ и приведших к дилатации интакт-
ных полосок капсулы ЛУ (SS+), в PSS, омывающий препараты, добавляли ингиби-
торы индуцибельной NO-синтазы (iNOS) – 1400W, цистатионин-γ-лиазы (CSE) –
DL-Propargylglycine, цистатионин-β-синтазы (CBS) – аминооксиацетат и 3-мер-
каптопуриватсульфуртрансферазы (3-MST) – L-Aspartic acid. В первой серии опытов
по завершении инкубирования полосок капсулы ЛУ в среде F-10 Ham и в среде F-10
Ham + ЛПС препараты размещали в камере миографа, задавали стандартное натя-
жение и выдерживали 30 мин для стабилизации. После этого в омывающий рас-
твор добавляли фенилэфрин (PE) и через 5 мин измеряли величину тонического
напряжения, развиваемого полосками под действием РЕ. В ответ на применение
PE, полоски капсулы ЛУ реагировали выраженным повышением тонуса. Сократи-
тельные реакции полосок капсулы ЛУ, инкубированных в среде F-10 Ham, имели
бóльшую амплитуду по сравнению с реакциями полосок капсулы ЛУ, инкубиро-
ванных в среде F-10 Ham + ЛПС. Затем заменяли раствор с РЕ на PSS, через 10 мин
в PSS добавляли 1400W и через 20 мин вводили РЕ и вновь измеряли величину то-
нического напряжения, сравнивая ее с предыдущим показателем.

На других полосках капсулы ЛУ исследования проводили по такой же схеме, но в рас-
твор добавляли ингибиторы ферментов, синтезирующих H2S: PPG + АОАА + L-Asp. На
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Рис. 2. Амплитуда РЕ-индуцированного сокращения интактных полосок капсулы брыжеечных ЛУ быка
(SS+) и полосок капсулы ЛУ с удаленным субкапсулярным синусом (SS–) после инкубирования в
среде F-10 Ham (LPS–) и в среде F-10 Ham + LPS (LPS+) на фоне действия ингибитора индуцибель-
ной NO-синтазы (1400W) и смеси ингибиторов H2S-продуцирующих ферментов (DL-Propargylglycine +
+ аминооксиацетат + L-Aspartic acid). PSS – физиологический солевой раствор. Амплитуда РЕ-инду-
цированного сокращения интактных полосок капсулы брыжеечных ЛУ быка в PSS принята за 100%.
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фоне действия ингибиторов H2S-продуцирующих ферментов, амплитуда PE-инду-
цированной сократительной реакции полосок капсулы ЛУ, инкубированных в сре-
де F-10 Ham + ЛПС, увеличивалась. В другой серии опытов с целью определения
роли эндотелия в ЛПС-индуцированной дилатации капсулы ЛУ, исследования бы-
ли проведены на полосках капсулы ЛУ с удаленным субкапсулярным синусом.
Опыты были проведены по такой же схеме, концентрации применяемых химиче-
ских веществ были одинаковыми. Результаты этих двух серий опытов представле-
ны на рис. 2.

Поскольку ЛПС оказывал на капсулу ЛУ релаксирующий эффект, а на рис. 2
представлены величины сократительных реакций препаратов, то анализировать
эти данные достаточно сложно. Поэтому нами представлены результаты этих же ис-
следований в другом виде. Мы исходили из того, что разница в амплитудах PE-инду-
цированного сокращения полосок капсулы ЛУ, инкубированных в среде F-10 Ham
и в среде F-10 Ham + ЛПС, по сути своей представляет собой величину релаксации
препаратов, вызванной действием ЛПС. Поэтому на рис. 3 мы представили данные
о величинах релаксации полосок капсулы ЛУ (интактных и деэндотелизирован-
ных), вызванной действием ЛПС в PSS и на фоне применения ингибиторов фер-
ментов, продуцирующих NO и H2S. Применение 1400W сопровождалось значи-
тельным уменьшением амплитуды релаксации капсулы ЛУ. В свою очередь, дей-
ствие комплекса ингибиторов синтеза H2S также приводило к значительному
ослаблению ЛПС-индуцированной релаксации капсулы ЛУ.

Поскольку ферментативный путь образования H2S в большинстве биологиче-
ских тканей считается основным [24], то в последующих опытах с целью определе-
ния конкретных ферментов, продуцирующих H2S в капсуле ЛУ при воспалении,
мы применяли по одному ингибитору. Полоски капсулы ЛУ с сохраненным суб-
капсулярным синусом подвергали воздействию РЕ и оценивали амплитуду сокра-
щения. Затем удаляли РЕ, в раствор вводили один из ингибиторов H2S-продуциру-
ющих ферментов и через 20 мин в раствор вновь добавляли РЕ. Измеряли амплитуду
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Рис. 3. Амплитуда релаксации интактных полосок капсулы брыжеечных ЛУ быка (SS+) и полосок кап-
сулы ЛУ с удаленным субкапсулярным синусом (SS–) после инкубирования в среде F-10 Ham + ЛПС
на фоне действия ингибитора индуцибельной NO-синтазы (1400W) и смеси ингибиторов H2S-продуци-
рующих ферментов (DL-Propargylglycine + аминооксиацетат + L-Aspartic acid). PSS – реакции в физио-
логическом растворе. Различия достоверны: * – р < 0.01.
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сократительной реакции и сравнивали ее с амплитудой РЕ-индуцированного со-
кращения в растворе без ингибитора. Разницу в амплитудах PE-индуцированного
сокращения полосок капсулы ЛУ в физиологическом растворе и в растворе с инги-
битором считали релаксацией, вызванной H2S, продуцируемым ингибированным
ферментом. Данные этой серии опытов представлены на рис. 4. Применение каж-
дого из трех ингибиторов ферментов, синтезирующих H2S, сопровождалось досто-
верным увеличением амплитуды сокращения, т.е. уменьшением релаксирующего
эффекта ЛПС (рис. 4a). Для сравнения на рис. 4b представлены результаты анало-
гичных экспериментов на полосках капсулы ЛУ, инкубированных в среде F-10
Ham без ЛПС. Представляется интересным, что тенденция к увеличению амплиту-
ды РЕ-индуцированного сокращения (хотя и недостоверное) в этих препаратах на-
блюдалось только при ингибировании цистатионин-γ-лиазы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

К настоящему времени хорошо известно, что Н2S участвует в регуляции функций
сердечно-сосудистой системы, желудочно-кишечного тракта, нервной системы и
почек, а также является важнейшим участником воспалительного процесса [25]. По-
мимо этого, Н2S способен оказывать влияние на различные аспекты иммунного от-
вета, как врожденного (регуляция функций нейтрофилов, макрофагов и тучных кле-
ток [26], так и приобретенного – стимуляция дифференцировки Т-клеток [27]. Что
касается исследований влияния Н2S на органы лимфатической сосудистой систе-
мы, обеспечивающие транспорт лимфы – лимфатические сосуды и ЛУ, то подоб-
ные работы единичны, зарегистрированы лишь эффекты экзогенного H2S и проде-
монстрированы вероятные сигнальные пути, вовлеченные в ответ на применение
H2S [21, 28].

Как уже указывалось во “Введении”, в задачу нашего исследования не входило
изучение иммунных клеток ЛУ и регуляции их взаимодействия с дендритными
клетками. Задача была более простой (хотя и менее изученной) – оценить роль эн-
догенного H2S в релаксации капсулы ЛУ в процессе его воспалительного ремоде-
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Рис. 4. Амплитуда PE-индуцированного сокращения полосок капсулы ЛУ с сохраненным субкапсуляр-
ным синусом, инкубированных в среде F-10 Ham + ЛПС (a) и в среде F-10 Ham без LPS (b) в физиоло-
гическом растворе (PSS) и при действии ингибиторов H2S-продуцирующих ферментов: цистатионин-
γ-лиазы (PPG), цистатионин-β-синтазы (AOAA) и 3-меркаптопуриват сульфуртрансферазы (L-Asp).
Амплитуда сокращения препаратов показана в % от амплитуды сокращения полосок капсулы ЛУ, инку-
бированных в среде F-10 Ham без ЛПС. * – различия достоверны по отношению к величине сокраще-
ния препаратов в PSS, р < 0.05.
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лирования. ЛУ – это очень динамические структуры, которые должны иметь воз-
можность в процессе адаптивных реакций быстро увеличиваться в размерах с це-
лью рекрутирования лимфоцитов и дендритных клеток и сохранять при этом свою
структурную целостность. Подобное уникальное свойство ЛУ обеспечивается се-
тью фибробластических ретикулярные клеток (FRC), формирующих довольно
жесткий каркас, поддерживающий внутреннюю структуру ЛУ [29]. Помимо FRC, в
процесс быстрого и обширного ремоделирования ЛУ вовлекаются и другие стро-
мальные клетки, формирующие основу ЛУ. Основными причинами, приводящи-
ми к увеличению размеров ЛУ сразу после инфицирования или иммунизации, яв-
ляются расширение афферентных лимфатических сосудов, что приводит к возрас-
танию рекрутирования антигенпрезентирующих ДК с периферии [30], а также
увеличение количества, размеров и проницаемости вен с высоким эндотелием для
облегчения проникновения в ткань ЛУ наивных лимфоцитов [31]. Увеличение раз-
меров ЛУ также связано с блокированием выхода лимфоцитов из ЛУ [32, 33].
В итоге количество антигенпрезентирующих клеток и лимфоцитов в дренирующих
ЛУ сильно увеличивается. Реконструкция плотной жесткой сети FRC в ЛУ в про-
цессе воспалительного ремоделирования изучена лишь частично [30]. Что же каса-
ется изменений структуры и функции капсулы ЛУ при воспалительном ремодели-
ровании, то таковых данных к настоящему времени практически нет.

Результаты проведенного нами исследования показывают, что кратковременное
(на протяжении 1 ч) действие ЛПС на капсулу брыжеечных ЛУ быка не оказывает
влияния на параметры ее сократительной функции (уровень тонического напря-
жения и параметры фазных сокращений практически не изменялись). В то же вре-
мя 6-часовое воздействие ЛПС приводило к ингибированию фазных сокращений
и выраженному снижению уровня тонического напряжения капсулы. Полученные
данные дают основания предположить, что в процессе 6-часовой инкубации пре-
паратов в среде с ЛПС под его влиянием происходит экспрессия ряда генов, при-
водящая к образованию белков, оказывающих ингибирующее влияние на сократи-
тельную функцию ГМК капсулы ЛУ. Данное предположение подтверждается ре-
зультатами экспериментов с добавлением в инкубационную среду актиномицина D
(ингибитора синтеза РНК), или циклогексимида (ингибитора синтеза белка). На-
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личие в инкубационной среде ингибиторов препятствовало развитию ЛПС-индуци-
рованного угнетения сократительной функции ГМК клеток капсулы ЛУ (табл. 2).

Какие белки экспрессируются в капсуле ЛУ под действием ЛПС? В нашей
предыдущей работе было показано, что такими белками могут быть индуцибельная
NO-синтаза и циклооксигеназа-2 [20]. Данные настоящего исследования (резуль-
таты экспериментов с применением специфического ингибитора iNOS – 1400W)
также подтверждают, что ЛПС способствует экспрессии в капсуле ЛУ индуцибель-
ной NO-синтазы, которая способна производить большие количества NO [34],
приводящие к мощной релаксации ГМК капсулы ЛУ.

Поскольку ранее нами было доказано, что в физиологических условиях H2S ока-
зывает выраженный релаксирующий эффект на капсулу ЛУ быка [21], естественно
было предположить, что этот газотрансмиттер принимает участие в регуляции
функций ГМК капсулы ЛУ при воспалении. Поэтому в следующей серии опытов
мы оценили сократительные свойства ГМК капсулы после воздействия на нее ин-
гибиторов H2S-синтезирующих ферментов. На первоначальном этапе мы приме-
няли смесь ингибиторов (DL-пропаргилглицин + аминооксиацетат + L-аспараги-
новая кислота). На фоне действия ингибиторов H2S-продуцирующих ферментов
амплитуда PE-индуцированной сократительной реакции полосок капсулы ЛУ, ин-
кубированных в среде F-10 Ham + ЛПС, увеличивалась, что подтверждает участие
H2S в релаксации ГМК капсулы ЛУ, обработанного ЛПС. Близкие результаты бы-
ли получены также при исследовании по аналогичной схеме полосок капсулы ЛУ с
удаленным субкапсулярным синусом, это дает основания предположить, что ос-
новным источником эндогенного H2S являются не эндотелиальные клетки суб-
капсулярного синуса, а гладкомышечные клетки капсулы ЛУ.

Поскольку наличие в растворе смеси ингибиторов трех ферментов, продуциру-
ющих H2S в капсуле ЛУ, значительно уменьшало амплитуду релаксации капсулы
ЛУ, естественно вставал вопрос о значимости каждого из ферментов в этом про-
цессе. Следующая серия опытов была поставлена с целью получения ответа на этот
вопрос. Применение ингибиторов в действующих концентрациях по одному на
разных препаратах (с целью исключения кумулятивного и других нежелательных
эффектов) показало, что в капсуле ЛУ при моделировании воспаления экспресси-
руются все три H2S-синтезирующих фермента: цистатионин-γ-лиаза (CSE), циста-
тионин-β-синтаза (CBS) и 3-меркаптопуриватсульфуртрансфераза (3-MST). Дан-
ные наших экспериментов показывают, что роль каждого из них в ЛПС-индуциро-
ванной релаксации капсулы ЛУ была примерно одинаковой. При этом необходимо
отметить интересный факт: полоски капсулы ЛУ, не подвергавшиеся воздействию
ЛПС, наиболее активно реагировали на применение DL-пропаргилглицина, это
дает основание предположить, что в физиологических условиях в капсуле ЛУ наи-
более активна CSE.

При всей важности и многообразии механизмов действия H2S в капсуле ЛУ важ-
но не забывать об NO, синтезируемым в этой же структуре. Одновременная экс-
прессия в капсуле ЛУ H2S и NO позволяет существенно усилить релаксационный
эффект: способствует образованию биологически активных гибридных форм S/N,
H2S индуцирует высвобождения NO из его различных стабильных “пулов” и повы-
шает удельную активность NO-синтаз. H2S стабилизирует растворимую гуанилат-
циклазу в восстановленной форме, чувствительной к NO, а также ингибирует сосу-
дистую фосфодиэстеразу (PDE5), тем самым продлевая биологический период по-
лужизни cGMP. Наконец, полисульфиды, производные H2S, непосредственно
активируют cGMP-зависимую протеинкиназу (PKG). В итоге, H2S, сам являясь
мощным релаксантом, является еще и важным эндогенным усилителем передачи
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сигналов NO, способствуя дополнительной релаксации [35]. Таким образом, нали-
чие в капсуле воспаленного ЛУ двух газотрансмиттеров способствует ее достаточно
быстрой и мощной релаксации, что позволяет ЛУ увеличиться в объеме и начать
задерживать в синусах ЛУ дендритные клетки и лимфоциты, создавая условия для
развития иммунный реакций.
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Role of Endogenous Hydrogen Sulfide in Relaxation 
of the Lymph Node Capsule tn LPS-Induced Inflammation

G. I. Lobov*
Pavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, St. Peterburg, Russia

*е-mail: lobovgi@infran.ru

Hydrogen sulfide takes part in the regulation of the functions of various organs, both in
physiological conditions and in pathology, and, in particular, is the most important par-
ticipant in the inflammatory process. In this study, we studied the role and mechanisms
of action of hydrogen sulfide in lipopolysaccharide-induced relaxation of the capsule of
the bovine mesenteric lymph nodes. The study was carried out on strips of the capsule of
the bovine mesenteric lymph nodes. Isolated strips of the lymph node capsule were in-
cubated for 6 hours in F-10 Ham medium supplemented with lipopolysaccharide (LPS
Escherichia coli O55: B5). At the end of the incubation, the preparations were examined
on a myographic installation. The contractile properties were evaluated by the use of
phenylephrine, and the relaxation ability - by the use of papaverine. The participation of
H2S and NO in LPS-induced relaxation was determined through the use of specific in-
hibitors. Incubation of strips of the lymph node capsule in the F-10 Ham + LPS medi-
um led to inhibition of phasic contractions and a decrease in the level of tonic tension of
the lymph node capsule strips. Potent inhibition of the contractile function of smooth
muscle cells of the lymph node capsule occurred under the influence of H2S synthesized
by the enzymes cystathionine-γ-lyase, cystathionine-β-synthase and 3-mercaptosulfurt-
ransferase, and also NO, produced by inducible NO-synthase. Our data show that H2S
is one of the main substances that are rather quickly formed in tthe lymph nodes by in-
flammation. We believe that H2S is the most important molecule that, together with
NO, triggers the inflammatory remodeling of lymph nodes, which contributes to a rapid
increase in their size.

Keywords: lymph node, capsule, smooth muscle cells, lipopolysaccharide, hydrogen sul-
fide, inflammation
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