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Резюме
Ингаляционные глюкокортикостероиды (иГКС) широко используются для лечения пациентов с хронической обструктивной болезнью
легких (ХОБЛ), однако их эффективность значительно различается. Целью настоящего исследования явилось определение подходов к вы -
явлению пациентов с ХОБЛ, чувствительных и нечувствительных к ГКС, при использовании клеток легких и крови. Материалы и методы.
В исследовании цитокин-секретирующей функции альвеолярных макрофагов (АМ) под влиянием ГКС приняли участие пациенты
(n = 45), которым выполнялась бронхоскопия. АМ, выделенные из бронхоальвеолярной лаважной жидкости, культивировались с липопо-
лисахаридом и различными концентрациями дексаметазона (0,01–1 000 нМ). По истечении 1 суток собирались супернатанты, в них опре-
делялась концентрация интерлейкина (IL)-6, IL-8 и фактора некроза опухоли-α (TNF-α). Для изучения особенностей взаимодействия
ГКС и их рецепторов обследованы пациенты с ХОБЛ (n = 24), здоровые курильщики (n = 20) и здоровые некурящие (n = 20). Клетки крови
культивировались с дексаметазоном, меченным флюоресцеинизотиоцианатом (FITC) и моноклональными антителами к поверхностным
антигенам популяций лимфоцитов и моноцитов. Анализ интенсивности флюоресценции FITC-меченного дексаметазона в клетках крови
проводился с использованием проточной цитометрии. Результаты. При использовании дексаметазона дозозависимо снижалась секреция
IL-6, IL-8 и TNF-α АМ. Максимальное значение ингибирования продукции цитокинов АМ наблюдалось при концентрации дексамета-
зона 100 нМ, а наибольшая степень вариабельности ответа клеток – при 10 нМ. IL-8 был менее чувствителен к иГКС, чем IL-6 и TNF-α.
При любой из используемых концентраций дексаметазон не ингибировал более чем на 50 % индуцированную продукцию IL-8 в АМ у 40 %
пациентов с ХОБЛ, IL-6 – у 11,1 %, TNF-α – у 8,9 %. У курящих пациентов с ХОБЛ интенсивность флюоресценции FITC-меченного дек-
саметазона в популяциях лимфоцитов и моноцитах крови оказалась ниже, чем у курящих и некурящих здоровых. Связывание дексамета-
зона со своими рецепторами в клетках крови было выше у некурящих здоровых, чем у здоровых курильщиков. Заключение. ХОБЛ харак-
теризуется существенной межиндивидуальной вариабельностью in vitro ответа АМ на ГКС. Ограниченное ингибирование синтеза IL-8
ГКС может способствовать поддержанию нейтрофильного типа воспаления при ХОБЛ. Для пациентов с ХОБЛ характерно снижение спо-
собности ГКС-рецепторов связываться со своими лигандами в лимфоцитах и моноцитах крови.
Ключевые слова: хроническая обструктивная болезнь легких, альвеолярные макрофаги, глюкокортикостероиды, резистентность к глю-
кокортикостероидам, бронхоальвеолярная лаважная жидкость, цитокины, интерлейкин-8.
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Abstract
Inhaled corticosteroids are widely used for the treatment of chronic obstructive pulmonary disease (COPD), but their efficacy significantly varies
between patients. The aim of the study was to establish approaches to reveal steroid-sensitive and steroid-resistant patients with COPD using the
blood and lung cells. Methods. Forty five patients with COPD undergoing bronchoscopy were recruited for the study of cytokine secretion by alve-
olar macrophages under the influence of glucocorticoids. Alveolar macrophages isolated from bronchoalveolar lavage f luid were cultured with
lipopolysaccharide (LPS) and different concentrations of dexamethasone (0.01 – 1000 nM) for 24 h. Then, supernatants were removed and analyzed
for concentrations of interleukin 6 (IL-6), IL-8 and tumor necrosis factor α (TNF-α). Binding of the glucocorticoid with its receptors was investi-
gated in 24 patients with COPD, 20 healthy smokers and 20 healthy non-smokers. Blood cells were cultured with f luorescein isothiocyanate (FITC)-
labelled dexamethasone and monoclonal antibodies against surface antigens of lymphocyte and monocyte populations. Fluorescence intensity of
FITC-labelled dexamethasone was analyzed in blood cells using f low cytometry. Results. Dexamethasone significantly inhibited IL-6, IL-8, and
TNF-α production in alveolar macrophages in a dose dependent manner. The maximal inhibition of cytokine production was observed at dexam-
ethasone concentration of 100 nM, and the maximal cell response variability was found at 10 nM. IL-8 was less sensitive to the corticosteroid
compared to IL-6 and TNF-α. Dexamethasone at any concentration failed to reach > 50% inhibition of LPS-induced production of IL-8, IL-6 and
TNF-α in alveolar macrophages of 40.0%; 11.1% and 8.9% of COPD patients, respectively. The f luorescence intensity of FITC-labelled dexam-
ethasone in blood lymphocytes and monocytes was lower in smokers with COPD compared to healthy smokers and healthy non-smokers. The bind-
ing of dexamethasone with its receptors in the blood cells was higher in healthy non-smokers compared to healthy smokers. Conclusion. In vitro
response of alveolar macrophages to glucocorticoids in COPD patients is characterized by significant inter-individual variability. The weak corti-
costeroid-related inhibition of IL-8 production can contribute to neutrophilic inflammation in COPD. The capacity of glucocorticoid receptors to
bind with their ligands in blood lymphocytes and monocytes is decreased in COPD patients.
Key words: СOPD, alveolar macrophages, glucocorticosteroids, steroid resistance, bronchoalveolar lavage f luid, cytokines, interleukin 8.
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Важная особенность хронической обструктивной
болезни легких (ХОБЛ) состоит в том, что хрониче-
ский воспалительный процесс продолжается даже
после прекращения воздействия этиологического
фактора [1]. В результате дыхательная функция лег-
ких постоянно ослабевает и заболевание прогресси-
рует.

Нарастание выраженности воспалительной реак-
ции у пациентов с ХОБЛ вовлекает альвеолярные
макрофаги (АМ) и лимфоциты, количество которых
существенно растет в дыхательных путях [2]. Эти
клетки играют определяющую роль в регуляции
легочного воспаления путем секреции хемокинов
(интерлейкина (IL)-8, CXCL1, CCL2), цитокинов
(фактора некроза опухоли-α (TNF-α), IL-1β, IL-6
и интерферона-γ) и протеаз (нейтрофильной эласта-
зы, металлопротеиназы-9) [3].

Несмотря на то, что аномально протекающее хро-
ническое воспаление повсеместно признается веду-
щим механизмом прогрессирования заболевания,
в настоящее время отсутствует разработанная схема
противовоспалительной терапии ХОБЛ, которая
могла бы изменить ход воспалительной реакции
и предотвратить неуклонное снижение дыхательной
функции легких.

Ингаляционные глюкокортикостероиды (иГКС)
являются основными противовоспалительными пре-
паратами, которые используются для лечения ХОБЛ.
Они проникают в цитоплазму клеток-мишеней
и там связываются со своими рецепторами, образуя

гормон-рецепторный (ГР) комплекс. Такой ком-
плекс проникает в ядро и индуцирует транскрипцию
генов, кодирующих противовоспалительные белки
путем связывания с ГКС-респонсивными элемен -
тами ДНК в промоторной области гена. С другой
стороны, он может угнетать действие активаторов
транскрипции – ядерного фактора κB (NF-κB)
и АР-1. В результате замедляется образование про-
воспалительных белков и пептидов, в частности
IL-6, IL-8, TNF-α [4]. Однако эффективность иГКС
при лечении ХОБЛ ограничена. Сообщается об
отсутствии их влияния на прогрессирование сниже-
ния дыхательной функции легких при этом заболе-
вании. Вместе с тем они могут облегчить состояние
части пациентов с более выраженной ХОБЛ и часты-
ми обострениями [5], поэтому выяснение индиви -
дуальной чувствительности к иГКС у пациентов
с ХОБЛ приобретает принципиальный характер. От
решения этого вопроса зависит тактика проводимо-
го лечения. В ряде случаев безрезультатное длитель-
ное использование иГКС приводит к развитию
остеопороза, пневмонии [6]. В связи с этим у иГКС-
нечувствительных пациентов целесообразно прове-
дение альтернативной терапии [4].

О подходах к распознаванию индивидуальной
чувствительности к иГКС у пациентов с ХОБЛ
известно немного. Как уже упоминалось, взаимодей-
ствие ГКС со своими рецепторами является необхо-
димым и важным этапом передачи гормонального
сигнала в клетке. Показано, что степень гормон-



рецепторного связывания в общей фракции моно-
нуклеарных клеток снижена у курящих пациентов
с ХОБЛ по сравнению со здоровыми курильщика -
ми [7]. По данным единичных исследований с уча-
стием небольшого числа пациентов с ХОБЛ про -
демонстрировано снижение секреции некоторых
цитокинов in vitro при помощи АМ, подвергнутых
воздействию ГКС [8]. При использовании иГКС
существенно улучшалось качество жизни и снижа-
лось число обострений, но только у пациентов
с высоким уровнем эозинофилов в крови [9].

Целью настоящего исследования явилось опреде-
ление подходов к выявлению ГКС-чувствительных
и ГКС-резистентных пациентов с ХОБЛ при исполь-
зовании клеток легких и крови.

Материалы и методы

Характеристика пациентов. В исследовании цитокин-
секретирующей функции АМ в ответ на воздействие
ГКС приняли участие пациенты, которым выполня-
лась бронхоскопия (n = 45; 1-я группа). Для изуче-
ния особенностей взаимодействия ГКС и ГР были
обследованы пациенты с ХОБЛ (n = 24; 2-я группа),
здоровые курильщики (n = 20) и здоровые некуря-
щие (n = 20) (табл. 1). Индекс курения > 10 пачко-лет
отмечен у всех больных ХОБЛ и здоровых куриль-
щиков. Для исключения острого влияния сигаретно-
го дыма на результаты исследования обследуемые
воздерживались от курения в течение 12 ч, предше-
ствующих бронхоскопии и забору крови.

Критерии включения пациентов с ХОБЛ в иссле-
дование:
• среднетяжелая и тяжелая степень тяжести (со -

гласно критериям Глобальной инициативы по
ХОБЛ GOLD (Global Initiative for Chronic Obstruc -
tive Lung Disease) – GOLD);

• возраст старше 40 лет;
• способность правильно выполнить дыхательный

маневр при тестировании функции внешнего
дыхания.
Критериями исключения из исследования явля-

лись бронхиальная астма, атопия, аллергический
ринит, острые инфекционные заболевания, тубер -
кулез, заболевания соединительной ткани с изме -
нениями функции дыхательной системы, острый
коронарный синдром, онкологические заболевания,
бронхоэктатическая болезнь, нарушения свертываю-
щей системы крови, прием системных ГКС в тече-
ние 2 мес. до проведения исследования.

У всех обследуемых получено письменное добро-
вольное согласие на участие в исследовании. Про -
ведение исследования одобрено решением Комитета
по биомедицинской этике Учреждения образования
«Белорусский государственный медицинский уни-
верситет».
Связывание дексаметазона с глюкокортикостероид -
ными рецепторами в лимфоцитах и моноцитах крови.
Венозная кровь у обследуемых забиралась рано
утром натощак. В пробирки помещались 100 мкл
крови и дексаметазон, меченный флюоресцеинизо-
тиоцианатом (FITC) (Life Technologies, США) в кон-
центрации 10 нM. В контрольную пробирку пред -
варительно на 10 мин добавлялся несвязанный
дексаметазон (Sigma Aldrich, США) в концентрации
10–5 М, а затем дексаметазон, конъюгированный
с FITC, в концентрации 10 нM. Пробы инкубирова-
лись в течение 60 мин в темноте при 37 °C при тща-
тельном перемешивании каждые 10 мин; затем
добавляли 3 мл фосфатно-солевого буфера (Becton
Dickinson, США). Клетки осаждались центрифугиро-
ванием (1 200 об. / мин, 6 мин), надосадочная жид-
кость сливалась, а осадок встряхивался. Процедура
отмывки повторялась.
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Таблица 1
Характеристика участников исследования

Table 1
The study participants' characteristics

Характеристика Пациенты с ХОБЛ Здоровые

1-я группа (n = 45) 2-я группа (n = 24) курящие (n = 20) некурящие (n = 20)

Возраст, годы 61,0 (55,0–69,0) 60,5 (57,0–66,5) 54,0 (48,0–56,5) 55,0 (48,0–57,0)

Пол:

•   мужчины 39 17 15 11

•   женщины 6 7 5 9

Статус курения:

•   курящие 18 11 14 0

•   бывшие курильщики 27 13 6 0

Индекс курения, пачко-лет 37 (25–48) 38 (27–45) 30 (25–35) 0

ОФВ1, %долж. 46,0 (36,0–55,0) 44,5 (37,0–56,5) 99,0 (89,5–107,0) 105,0 (96,0–112,5)

ОФВ1 / ФЖЕЛ, % 53,0 (46,0–62,0) 52,0 (43,5–62,0) 82,5 (81,0–85,0) 85,0 (82,0–87,5)

Пациенты с обострениями в предыдущем году:

•   редкими (0–1) 26 15 – –

•   частыми (≥ 2) 19 9 – –

Использование иГКС, n 24 16 0 0

Примечание: ХОБЛ – хроническая обструктивная болезнь легких; ОФВ1 – объем форсированного выдоха за 1-ю секунду; ФЖЕЛ – форсированная жизненная емкость легких.
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К суспензии клеток добавляли 2 коктейля моно-
клональных антител: 
• СD25-PE / CD3-ECD / CD4-PЕ-Cy 5.5 / CD127-

PC7 / CD14-APC / CD45-APC Alexa Fluor 750;
• CD19-PE / СD3-ECD / CD8-PC5 / CD56-PC7 /

CD45-APC Alexa Fluor 750 (Beckman Coulter,
Фран ция). 
Клетки инкубировались в те чение 20 мин в тем-

ноте при комнатной темпе ратуре. Эритроциты лизи-
ровались безотмывочным способом путем добавле-
ния 1 мл лизирующего раствора Versalyse (Beckman
Coulter, Франция).

Анализ интенсивности флюоресценции FITC-
меченного дексаметазона в субпопуляциях лимфо-
цитов и моноцитах проводился на проточном ци -
тометре Navios с использованием программного
обес печения Kaluza (Beckman Coulter, США).
Бронхоскопия. Бронхоскопия проводилась по стан-
дартной методике [10]. После местной анестезии
с использованием лидокаина гибкий волоконно-
оптический бронхоскоп (Olympus Optical Co Ltd, Япо -
ния) вводился трансназально и подводился к усть -
ям субсегментарных бронхов средней доли правого
легкого, куда инстиллировался предварительно по -
догретый до 37 °C стерильный 0,9%-ный раствор
NaCl, который затем аспирировался. Максимальное
количество вводимого физиологического раствора
достигало 240 мл (4 × 60 мл). Полученный объем
бронхоальвеолярной лаважной жидкости (БАЛЖ),
как правило, не превышал 50 % введенного. Аспи -
рированная БАЛЖ, собранная в стерильные пласти-
ковые контейнеры, помещалась на лед и в те чение
1 ч транспортировалась в лабораторию для дальней-
шего анализа.
Культивирование макрофагов. Слизь удалялась путем
фильтрования (диаметр пор фильтра – 100 мкм).
БАЛЖ дважды отмывалась путем добавления
0,9%-го раствора NaCl (условия центрифугирова -
ния – 400 g в течение 10 мин при 4 °С), а осадок кле-
ток ресуспендировался в среде RPMI-1640, обога-
щенной 10%-ной фетальной бычьей сывороткой,
2 mM L-глутамина, 100 ЕД / мл пенициллина
и 100 мкг / мл стрептомицина. Подсчитывались АМ
и оценивалась их жизнеспособность.

В лунки 96-луночного планшета (100 тыс. живых
клеток в 1 лунку) помещался АМ и выделялся путем
адгезии к пластику (культуральный планшет Corning
Costar, США) в течение 2 ч при 37 °C 5%-го СО2.
Прилипшие макрофаги отмывались обогащенной
средой RPMI-1640 (предварительно подогретой до
37 °C), удалялись неадгезированные клетки. К АМ
добавлялся дексаметазон (Sigma Aldrich, США) в кон-
центрации 0; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 и 1 000 нМ либо
контроль (0,005%-ный диметилсульфоксид) на 1 ч.
После этого к клеткам вносился 1 мкг / мл липопо-
лисахарида (ЛПС), Escherichia сoli B6-026 (Sigma-
Aldrich, США) на 24 ч. Финальный объем культиви-
руемой среды с клетками составлял 200 мкл.

По истечении 1 суток супернатанты собирались
и хранились при температуре –20 °С. Методом имму-
ноферментного анализа согласно инструкции про-

изводителя (Вектор Бест, РФ) в них определялась
концентрация IL-6, IL-8 и TNF-α.
Подсчет формулы крови. Формула крови и концент-
рация лимфоцитов, нейтрофилов, эозинофилов
и тромбоцитов подсчитывалась с помощью автома-
тического гематологического анализатора Sysmex
5000i (Sysmex Corporation, Япония).

Статистическая обработка данных осуществля-
лась с использованием пакетов статистического ана-
лиза данных GraphPad InStat software (GraphPad
Software Inc., США) и Statistica for Windows 10.0
(StatSoft Inc., США). Для проверки гипотезы нор-
мальности распределения данных использовался
критерий Шапиро–Уилка. Поскольку количествен-
ные значения показателей ингибирования секреции
цитокинов при влиянии различных концентраций
дексаметазона подчинялись нормальному распреде-
лению, анализ проводился методами параметриче-
ской статистики. Сравнение показателей осуществ-
лялось при помощи однофакторного дисперсионного
анализа (ANOVA) c последующим проведением
теста Бонферрони. При расчете процента ингибиро-
вания за 100%-ную супрессию принимались полное
подавление секреции цитокина, стимулированной
ЛПС. Ингибирующая концентрация дексаметазона,
которая потребовалась для 50%-го ингибирования
продукции цитокина (ИК50), рассчитывалась путем
построения сигмоидных кривых «концентрация /
эффект», состоящих из средних значений групповых
данных. Анализ показателей интенсивности флюо-
ресценции FITC-меченного дексаметазона прово-
дился методами непараметрической статистики.
Рассчитывались медиана и интерквартильный раз-
мах (25–75 %). Для оценки различий между 3 груп-
пами применялся критерий Краскела–Уоллиса с по -
следующим сравнением 2 независимых групп
с использованием U-критерия Манна–Уитни. Вза и -
мосвязь между показателями определеялась на осно-
вании расчета коэффициента ранговой корреляции
Спирмена (R).

Результаты и обсуждение

Интенсивность флюоресценции FITC-меченного
дексаметазона в популяциях лимфоцитов и моноци-
тах крови была существенно ниже у курящих паци-
ентов с ХОБЛ по сравнению с курящими и некуря-
щими здоровыми (табл. 2), причем выраженность
снижения была приблизительно одинакова и коле-
балась соответственно от 15,2 до 27,5 % и от 30,0 до
41,5 %.

Обращает внимание, что в случае привычного
курения само по себе снижается связывание дек -
саметазона всеми из исследованных популяций кле-
ток крови. Разница интенсивности флюоресцен -
ции FITC-меченного дексаметазона у курящих по
сравнению с некурящими здоровыми в составе нату-
ральных киллеров (CD3–CD56+-клеток) составила
16,7 %, а в составе цитотоксических Т-лимфоцитов
она была максимальной – 20,9 %. Во всех случаях
разница статистически достоверна.



Данные о сниженной связывающей способности
клеток крови для ГКС послужили основанием для
следующего этапа исследования, призванного вы -
яснить 2 обстоятельства:
• как снижение связывающей способности отра-

жается на функции клеток легких у лиц с ХОБЛ;
• у всех ли пациентов имеет место ослабление чув-

ствительности к этим гормонам.
Инкубация АМ, стимулированных ЛПС, с декса-

метазоном сопровождалась снижением секреции

IL-6, IL-8 и TNF-α этими клетками (рис. 1), которое
прослеживается при всех из исследованных кон-
центраций дексаметазона, но в наибольшей степе -
ни – когда она составляла 100 нМ (табл. 3). IL-8 был
менее чувствителен к ингибированию дексамета -
зоном, чем IL-6 и TNF-α, поскольку большая кон-
центрация дексаметазона требовалась для подавле-
ния продукции IL-8 на 50 % (ИК50) (см. табл. 3).
Более того, максимальное значение ингибирования
продукции IL-8, которое достигалось при концент-
рации дексаметазона 100 нМ, было существенно
ниже по сравнению с таковым для IL-6 и TNF-α
(табл. 3).

По данным проведенных экспериментов показа-
но, что 0,005%-ный диметилсульфоксид, использо-
ванный в качестве растворителя для дексаметазона,
не оказывал влияния на продукцию цитокинов мак-
рофагами. Эффекты ГКС не различались между
больными с частыми и редкими (за последний год)
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Таблица 3
Максимальное значение ингибирования 

и эффективная концентрация дексаметазона, 
ингибирующая секрецию цитокинов альвеолярными

макрофагами на 50 %, по отношению 
к стимулированной липополисахаридом 

продукции цитокинов
Table 3

The maximal inhibition and an effective dexamethasone
concentration caused 50% inhibition of LPS-induced

cytokine production in alveolar macrophages

Цитокин TNF-α IL-6 IL-8

ИК50, нМ 1,9 2,8 3,5

Максимальное 
ингибирование, % 74,5 (13,0)* 70,5 (14,3)* 55,2 (13,7)

Примечание: ИК50 – концентрация дексаметазона, ингибирующая секрецию цитокинов
альвеолярными макрофагами на 50 %; максимальное ингибирование продукции 
цитокинов представлено в виде среднего значения (стандартного отклонения) 
при концентрации дексаметазона 100 нМ; IL – интерлейкин; TNF-α – фактор некроза
опухоли-α; * – p < 0,001 по сравнению со степенью ингибирования продукции IL-8.

Таблица 2
Средняя интенсивность флюоресценции дексаметазона, меченного флюоресцеинизотиоцианатом, 

в различных популяциях лимфоцитов и моноцитах периферической крови
Table 2

Mean f luorescence intensity of f luorescein isothiocyanate-labelled dexamethasone 
in peripheral blood lymphocytes and monocytes

Субпопуляция клеток крови ХОБЛ (n = 24) Здоровые

курящие (n = 20) некурящие (n = 20)

CD3+-лимфоциты (Т-лимфоциты) 2,5 (2,2–2,8)*, ** 3,2 (3,0–3,8)** 4,0 (3,6–4,4)

CD3+CD4+-лимфоциты (Т-хелперы) 2,8 (2,4–3,4)*, ** 3,3 (3,1–3,8)** 4,0 (3,7–4,3)

CD3+CD8+-лимфоциты (цитотоксические Т-лимфоциты) 2,7 (2,4–3,1)*, ** 3,4 (3,3–4,0)** 4,3 (3,7–4,7)

CD4+CD25+CD127-лимфоциты (регуляторные Т-лимфоциты) 2,8 (2,6–3,3)*, ** 3,4 (3,0–3,8)** 4,1 (3,6–4,5)

CD19+-лимфоциты (В-лимфоциты) 2,4 (2,2–2,7)*, ** 3,3 (3,1–3,9)** 4,1 (3,6–4,5)

CD3-CD56+-клетки (NK-клетки) 2,9 (2,6–3,7)*, ** 4,0 (3,6–4,5)** 4,8 (4,0–5,3)

CD3+CD56+-клетки (NKT-клетки) 3,4 (3,1–3,9)*, ** 4,5 (4,2–5,1)** 5,5 (4,8–6,0)

CD14+-клетки (моноциты) 6,1 (5,4–7,5)*, ** 8,2 (7,1–9,8)** 9,9 (8,4–10,8) 

Примечание: ХОБЛ – хроническая обструктивная болезнь легких; данные представлены как медиана и 50%-ный интерквартильный размах между 25-м и 75-м процентилями;
* – p < 0,05 по сравнению со здоровыми курящими; ** – p < 0,05 по сравнению со здоровыми некурящими.
Notes. Data are shown as median and 50% interquartile range between the 25th and the 75th quartiles (p25 – p75); *, p < 0.05 compared to healthy smokers; **, p < 0.05 compared to healthy 
non-smokers.

Рис. 1. Влияние дексаметазона на подавление секреции цитоки-
нов, стимулированной липополисахаридом. Альвеолярные макро-
фаги, полученные от пациентов с хронической обструктивной бо -
лезнью легких (n = 45), культивировались в течение 24 ч с 1 мг / мл
липополисахарида после преинкубации на протяжении 1 ч с
дексаметазоном (0,01–1 000 нМ). В супернатантах определялась
концентрация IL-8 (красная кривая), IL-6 (зеленая кривая)
и TNF-α (синяя кривая). Данные представлены в виде среднего
значения групповых данных ± стандартная ошибка среднего
Примечание: IL – интерлейкин; TNF-α – фактор некроза опухоли-α.
Figure 1. Dexamethasone-related inhibition of lipopolysaccharide
(LPS)-induced cytokine production. Alveolar macrophages from
COPD patients (n = 45) were cultured with LPS (1 mg/ml) for 24 hours
after 1-h pre-incubation with dexamethasone (0.01–1000 nM).
Concentrations of IL-8 (red plot), IL-6 (green plot) and TNF-α (blue
plot) were then measured in cell supernatants. Data are shown as mean
± SE.
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обострениями, активными курильщиками и экс-
курильщиками, пациентами, принимавшими и не
принимавшими иГКС, мужчинами и женщинами
(данные не представлены).

По результатам анализа индивидуальных кривых
«концентрация / ответ» при ингибировании дексаме-
тазоном стимулированной продукции цитокинов
показана значительная гетерогенность ответа АМ на

ГКС среди пациентов с ХОБЛ. Размах вариации (раз-
ность между максимальным и минимальным зна -
чениями) степени подавления продукции каждого
из анализируемых цитокинов при концентрации
дексаметазона от 1 до 1 000 нМ был выше на 44 %.
Наи большая вариабельность ответа клеток проявля-
лась при концентрации дексаметазона 10 нМ. В этом
 случае размах вариации для IL-8 составил 54,1 %,
IL-6 – 76,0 %, TNF-α – 70,0 %.

Вместе с тем в АМ у 4 (8,9 %) из 45 пациентов
с ХОБЛ дексаметазон в самой действенной концент-
рации (100 нМ) не способен ингибировать на ≥ 50 %
продукцию TNF-α (рис. 2). Супрессии индуци -
рованной продукции IL-6 на ≥ 50 % под влиянием
дексаметазона не достигли клетки у 5 (11,1 %),
а в случае IL-8 – у 18 (40 %) из 45 пациентов.

Между ингибированием стимулированной се -
креции IL-6, IL-8 и TNF-α АМ пациентов с ХОБЛ
под влиянием дексаметазона обнаруживается поло-
жительная корреляционная связь. Коэффициенты
корреляции (R) составляют от 0,360 до 0,974, что сви-
детельствует о наличии умеренных и сильных ассо-
циаций (табл. 4).

Все больные ХОБЛ на основании способности
дексаметазона подавлять стимулированную секре-
цию IL-8 в АМ на 50 % были условно разделены на
ГКС-чувствительных и ГКС-резистентных. В группе
ГКС-чувствительных медиана относительного ко -
личества эозинофилов и лимфоцитов крови была
существенно выше, а показатели относительного
количества нейтрофилов, абсолютного количества
тромбоцитов, отношения абсолютного количества
нейтрофилов к лимфоцитам и тромбоцитов к лим-
фоцитам ниже, чем в группе ГКС-резистентных
(табл. 5).

Согласно полученным данным продемонстриро-
вано изменение способности моноцитов и различ-
ных популяций лимфоцитов крови связывать декса-
метазон. Существует точка зрения, что в клетках
крови и легких образуются 2 изоформы ГР – ГРα
и ГРβ [11]. При этом только ГРα может связывать

Рис. 2. Индивидуальные кривые «концентрация дексаметазона /
эффект». Ингибирование продукции: А – IL-8; В – IL-6; 
С – TNF-α под влиянием дексаметазона (представлено для куря-
щих пациентов (n = 45) с хронической обструктивной болезнью
легких)
Примечание: IL – интерлейкин; TNF-α – фактор некроза опухоли-α.
Figure 2. Individual dexamethasone concentration – response curves.
Individual concentration - response curves for dexamethasone-related
inhibition of IL-8 (А), IL-6 (В) and TNF-α (С) production are shown
for 45 COPD patients

C
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Таблица 4
Коэффициенты корреляции (R) степени ингибирова-
ния секреции цитокинов при воздействии различных

концентраций дексаметазона
Table 4

Spearman ,s correlation coefficients for cytokine inhibition
by different concentrations of dexamethasone

Концентрация Корреляционные связи
дексаметазона, нМ ингибирования цитокинов, %

IL-8 и IL-6 IL-8 и TNF-α IL-6 и TNF-α

0,01 0,418 0,665* 0,707*

0,1 0,366* 0,360* 0,392*

1 0,509* 0,383* 0,734*

10 0,474* 0,518* 0,903*

100 0,696* 0,705* 0,966*

1 000 0,616* 0,615* 0,974*

Примечание: IL – интерлейкин; TNF-α – фактор некроза опухоли-α; * – p < 0,05.
Notes. *, p < 0.05.



ГКС и подавлять факторы транскрипции активатор-
ного белка (AP)-1 и ядерного фактора κB (nuclear
 factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells –
NF-κB). ГРβ не способен взаимодействовать с ГКС
и изменять активность транскрипции ГКС-чув ст -
вительных генов. Более того, ГРβ может связывать
ГРα, чем существенно снижает количество молекул
ГРα [12]. Экспрессия ГРα в клетках легких куриль-
щиков с ХОБЛ ниже по сравнению со здоровыми
курящими [13], что может приводить к ослаблению
гормон-рецепторного взаимодействия.

Совсем недавно появились сведения о возможно-
сти штамма бактерии non-typeable Haemophilus influ-
enza вызывать фосфорилирование рецептора для
ГКС в АМ, опосредованное субъединицей р38 мито-
ген-активируемой протеинкиназы [14]. В результате
снижается функция таких рецепторов. С учетом того
обстоятельства, что данный вид патогена распро-
странен в легких больных ХОБЛ, обнаруженное
явление может служить в качестве альтернативной
причины снижения связывания дексаметазона лим-
фоцитами и моноцитами крови при этом заболева-
нии.

При анализе результатов исследования авторы
столкнулись с совершенно новым следствием вдыха-
ния сигаретного дыма – способностью снижать
 связывание ГКС иммунокомпетентными клетками
у здоровых людей. Обнаружено, что в лейкоцитах
крови курящих здоровых людей снижена концентра-
ция ГР (без дифференцировки на α- и β-изоформы)
по сравнению со здоровыми некурящими [15].
Аналогичные данные в отношении α-рецепторов
к ГКС получены в легочной паренхиме при сравне-
нии здоровых курящих и некурящих [13]. Об на -
руженное явление заслуживает самого серьезного
внимания с точек зрения как ущерба для организма,
наносимого курением, так и возможных причин сни-
женной ГКС-чувствительности при ХОБЛ.

По данным проведенного исследования показа-
но, что АМ у пациентов с ХОБЛ обладают различной
ГКС-чувствительностью. Наиболее вариабельные
результаты подавления секреции цитокинов получе-
ны при использовании концентрации дексаметазона
10 нМ. Как известно, такая концентрация ГКС

наблюдается в периферических участках легочной
ткани после ингаляции препаратов ГКС [16]. Зна -
чительная вариабельность ответа клеток легких,
наблюдаемая in vitro, может служить иллюстрацией
и объяснением гетерогенности клинического ответа
на иГКС у разных пациентов с ХОБЛ [5, 9].

Построение индивидуальных графических кри-
вых зависимости ингибирования стимулирован -
ной секреции провоспалительных цитокинов от
 концентрации дексаметазона позволило выделить
 группу пациентов со сниженной ГКС-чувствитель-
ностью. Такие больные ни при одной из используе-
мых концентраций дексаметазона не достигали
50%-го ингибирования секреции цитокинов (в слу-
чае IL-8 их было 40 %, IL-6 – 11,1 %, TNF-α – 8,9 %).
Одновременно встречались лица, в клетках которых
секреция цитокинов подавлялась на > 80 %. Следует
отметить, что попытки использования АМ, культи-
вируемых с ГКС, для выявления больных ХОБЛ
со сниженным ответом клеток на эти препараты
предпринимались ранее [8, 17]. Так, в исследовании
M.J.Ratcliffe et al. к ГКС-резистентным пациентам
с ХОБЛ были отнесены не достигшие 30%-го порога
в ингибировании секреции TNF-α АМ, индуциро-
ванной ЛПС [8]. В другой лаборатории деление
пациентов на ГКС-резистентных и ГКС-чувстви-
тельных происходило на основании способности
ингибировать продукцию IL-8 на 50 % [17]. Кроме
того, секреция цитокинов АМ у пациентов с ХОБЛ,
принимавших ГКС, была снижена по сравнению со
здоровыми [18, 19]. Вместе с тем имеются сведения
о том, что ответ АМ у лиц с ХОБЛ на супрессивное
влияние ГКС в отношении продукции цитокинов не
отличается от ответа клеток у здоровых курящих [20].

Обнаруженные умеренные и сильные корре -
ляционные связи между подавлением секреции
 различных провоспалительных цитокинов пред -
ставляются закономерными. Они демонстрируют
системный противовоспалительный эффект декса-
метазона, связанный с торможением транскрипции
участников воспаления.

В ходе проведенного исследования также выявле-
но, что цитокины имеют различную ГКС-чувст -
вительность. TNF-α и IL-6 оказались более чувстви-

Кадушкин А.Г. и др. Чувствительность к глюкокортикостероидам и гетерогенность ответа клеток in vitro у пациентов с ХОБЛ

564 Пульмонология. 2018; 28 (5): 558–566.  DOI: 10.18093/0869-0189-2018-28-5-558-566

Таблица 5
Параметры общего анализа крови у резистентных и чувствительных к глюкокортикостероидам пациентов

с хронической обструктивной болезнью легких
Table 5

Complete blood count in steroid-resistant and steroid-sensitive patients with COPD

Показатель ГКС-резистентные ГКС-чувствительные Значимость отличий, p
Относительное количество, %

•   нейтрофилов 69,0 (62,0–82,0) 62,0 (54,0–66,0) 0,005

•   лимфоцитов 20,0 (15,0–24,4) 26,9 (20,0–36,0) 0,011

•   моноцитов 7,0 (3,0–11,0) 9,0 (6,0–11,0) 0,371

•   эозинофилов 0,5 (0,0–1,0) 2,0 (1,0–3,0) 0,004

Абсолютное количество тромбоцитов, × 109 / л 236 (218–278) 185 (176–230) 0,014

Показатель отношения абсолютного количества:

нейтрофилов к абсолютному количеству лимфоцитов 3,6 (2,4–5,5) 2,4 (1,5–3,6) 0,009

тромбоцитов к абсолютному количеству лимфоцитов 123,5 (91,0–146,0) 92,0 (72,0–116,0) 0,046

Примечание: ГКС – глюкокортикостероиды.
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Оригинальные исследования

тельными к супрессии ГКС, чем IL-8. В исследова-
нии [14] дексаметазон существенно ингибировал
секрецию TNF-α, IL-6 и IL-10 АМ пациентов
с ХОБЛ, индуцированную Haemophilus influenza, но
не оказывал влияния на продукцию IL-8. Ранее
показано, что уровень IL-8 выше в крови курящих
пациентов с ХОБЛ по сравнению с курящими здоро-
выми, в то время как концентрация TNF-α и IL-6 не
различается между курильщиками с ХОБЛ и куриль-
щиками без ограничения степени воздушного пото-
ка [21]. Обнаружено также увеличение концентра-
ции IL-8 в легочной ткани курящих больных ХОБЛ
по сравнению со здоровыми курильщиками [22, 23].
Как известно, IL-8 является главным хемоаттрактан-
том нейтрофилов, которые, оказавшись в легких,
продуцируют ферменты и активные формы кислоро-
да. Последние способны повреждать внеклеточный
матрикс легочной ткани. Поэтому увеличение уров-
ня IL-8 в крови и легочной ткани и сниженный ответ
клеток на продукцию этого цитокина под влияни -
ем ГКС могут способствовать прогрессированию
ХОБЛ.

В последние годы проведены исследования, ре -
зультатом которых стало обнаружение тесной взаи-
мосвязи количества эозинофилов крови с терапевти-
ческим ответом на ГКС у пациентов с ХОБЛ [5, 9,
24]. Так, применение иГКС больными ХОБЛ с высо-
ким уровнем эозинофилов в крови (≥ 279,8 кл. / мкл)
привело к существенному улучшению качества жиз -
ни больных и снижению частоты обострений, в то
время как использование этих препаратов лицами
с низким уровнем эозинофилов (< 181,6 кл. / мкл) не
вызывало таких изменений [9]. В другом исследова-
нии назначение иГКС пациентам, имеющим одно-
временно частые обострения в анамнезе (≥ 2) и высо-
кий уровень эозинофилов в крови (≥ 300 кл. / мкл),
приводило к снижению частоты обострений и замед-
лению прогрессирующего снижения функции лег-
ких [5]. При сопоставлении результатов чувствитель-
ности АМ к дексаметазону при ХОБЛ с результатами
определения формулы крови у таких пациентов
показано, что относительное количество эозинофи-
лов крови было выше у ГКС-чувствительных, чем
у ГКС-резистентных, что согласуется с результата -
ми проведенных исследований в других лаборато-
риях [9, 24]. Наблюдалось также снижение показате-
ля отношения абсолютных количеств нейтрофилов
к лимфоцитам у ГКС-чувствительных по сравнению
со ГКС-резистентными больными ХОБЛ. Данный
показатель ранее был описан в качестве предиктора
обострений при ХОБЛ [25], однако его взаимосвязь
с ответом на ГКС не изучалась.

Заключение

Итак, продемонстрирована возможность использо-
вания клеток формулы крови, в частности лимфоци-
тов, нейтрофилов, эозинофилов, тромбоцитов для
определения чувствительности пациентов с ХОБЛ
к иГКС. Такой подход получил патогенетическое
обоснование по результатам исследования функцио-

нальной способности клеток легких и связывающей
способности ГКС клетками крови. Безусловно, это
обоснование требует своего развития в будущих
исследованиях, но полученные данные внушают
оптимизм.

Наиболее существенные результаты исследова-
ния, приведенные в настоящей работе, позволяют
сделать следующие обобщения:
• у курящих пациентов с ХОБЛ степень связыва-

ния дексаметазона со своими рецепторами в по -
пуляциях лимфоцитов и моноцитах крови ниже,
чем у курящих здоровых; фактор курения снижа-
ет лиганд-рецепторное взаимодействие, нарушая
поглощение ГКС лимфоцитами и моноцитами
крови здоровых людей;

• для больных ХОБЛ характерен гетерогенный
характер ответа АМ на ГКС in vitro, наиболее
выраженный при концентрации дексаметазо-
на 10 нМ;

• эффективная ИК50 дексаметазона выше по от -
ношению к продукции IL-8, чем по отношению
к синтезу IL-6 и TNF-α АМ лиц с ХОБЛ, что
 свидетельствует о большей ГКС-резистентности
IL-8; ингибирование секреции IL-8 не достигает
50 % при любой концентрации ГКС в диапазо -
не 0,01–1 000 нМ у 40 % больных ХОБЛ, IL-6 –
у 11,1 %, TNF-α – у 8,9 %;

• у ГКС-чувствительных лиц с ХОБЛ относитель-
ное количество эозинофилов и лимфоцитов
выше, а относительное количество нейтрофилов,
абсолютное количество тромбоцитов, отношения
абсолютных количеств нейтрофилов к лимфоци-
там и тромбоцитов к лимфоцитам ниже, чем
у ГКС-резистентных.
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