
57http://www.pulmonology.ru

Оригинальные исследования

Бронхиальная астма (БА) – широко распространен


ное заболевание, характеризующееся наличием

хронического персистирующего воспаления дыха


тельных путей. Диагностическими критериями и ме


тодами контроля БА являются клинические и функ


циональные тесты. Однако симптомы не всегда точно

могут отражать природу и степень воспалительного

процесса, а связь между значениями функциональ


ных тестов и маркерами может быть слабовыражен


ной [1]. Поэтому в последнее время уделяется боль


шое внимание определению маркеров воспаления

в конденсате выдыхаемого воздуха (КВВ).

В патогенезе БА участвуют множество клеток вос


паления и ~ 100 маркеров воспаления [2]. В настоя


щее время известны > 50 цитокинов и хемокинов, за


действованных в воспалительной реакции при БА [3].

Однако публикаций по этой теме пока немного [4].

Диагностическая ценность этих маркеров воспа


ления до конца не определена. При обострении хро


нической обструктивной болезни легких (ХОБЛ)

содержание цитокинов в КВВ, обусловливающее ее

патогенез, было повышено [5]. Механизмы патоге


неза и принципы работы иммунной системы при БА

и ХОБЛ принципиально различаются. Поэтому ана


лиз уровня цитокинов различных групп [6] в КВВ

при БА и его изменения на разных стадиях заболева


ния заслуживают внимания.

Известно, что цитокины атопии – интерлейкины

4 и 13 (IL
4 и IL
13) запускают синтез иммуноглобу


лина Е (IgE) и отвечают за развитие аллергического
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Summary

The analysis of exhaled breath condensate (EBC) is a modern non
invasive diagnostic method which allows evaluation the activity of inflammation

in bronchial asthma. Interaction and activation of about 50 cytokines underlie the inflammation in asthma.

The aim of this study was to assess cytokine concentration in EBC in different periods of asthma course. The study involved 28 asthma patients (of

them, 14 had exacerbation of the disease and 14 had the stable asthma) and 14 healthy persons without any respiratory pathology. Cytokines (IL
4,

IL
6, IL
8, IL
13, TNF
α, INF
γ) were measured in EBC and serum with ELISA method using the BioSource test systems. The cytokines were

successfully measured in nearly all EBC samples and only in less than a half of serum samples in healthy persons and asthma patients. In EBC of

patients with asthma exacerbation, mean values of IL
4 and IL
13 were significantly higher and concentration of INF
γ was significantly lower

(p > 0.05). Correlations were found between IL
4 / INF
γ and the absolute number of blood eosinophils (r = 0.65; p < 0.05) in asthma exacerba


tion and between IL
4 in EBC and FEV1 (r = 0.73; p < 0.05) in stable asthma. We measured both pro
inflammatory and anti
inflammatory cytokines

besides of IL
8 in EBC. Increased concentrations of IL
4, IL
6 and IL
13 in EBC indicated the active airway inflammation in asthma patients;

therefore, these cytokines could be measured to evaluate efficacy of the treatment.

Key words: bronchial asthma, cytokines, exhaled breath condensate, interleukins.

Резюме

Анализ конденсата выдыхаемого воздуха (КВВ) является одним из неинвазивных информативных современных методов диагностики,

позволяющим оценить активность воспалительного процесса при бронхиальной астме (БА). В основе воспалительного процесса при

БА лежит система взаимодействия и активации порядка 50 цитокинов. Цель настоящего исследования – оценить концентрацию цито


кинов в КВВ в разные фазы течения БА. В нем участвовали 28 пациентов с БА (14 – в стадии обострения заболевания, 14 – в стадии

ремиссии) и 14 здоровых лиц без патологии органов дыхания. Цитокины, такие как интерлейкин
4, 
6, 
8, 
13 (IL
4, IL
6, IL
8, IL
13),

фактор некроза опухоли
α, интерферон
γ (INF
γ) определяли в КВВ и сыворотке крови с помощью метода твердофазного иммунофер


ментного анализа (ELISA) с использованием тест
систем BioSource. Цитокины удалось определить почти во всех образцах КВВ у здоро


вых людей и больных БА, тогда как в сыворотке крови они обнаруживались в < 1/2 проб. В группе обострения средние показатели IL
4,

IL
13 в КВВ были достоверно выше, а значения INF
γ – ниже (p > 0,05). Обнаружены корреляции между IL
4 / INF
γ и абсолютным

значением эозинофилов крови (r = 0,65; p < 0,05) в стадии обострения заболевания, концентрацией IL
4 в КВВ и значением объема

форсированного выдоха за 1
ю с (r = 0,73; p < 0,05) при ремиссии БА. В КВВ больных БА удалось определить как провоспалительные,

так и противовоспалительные цитокины, за исключением IL
8. Увеличение концентрации IL
4, 6 и 13 в КВВ у больных БА указывает

на активность воспалительного процесса в дыхательных путях, а их определение можно использовать для оценки эффективности про


водимого лечения.
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типа иммунного ответа. Провоспалительные цито


кины активируют факторы транскрипции, которые

приводят в действие множество генов, отвечающих

за запуск воспалительной реакции [2]. Определен


ный интерес вызывает исследование противоспали


тельной группы цитокинов, т. к. имеются данные

о дефекте противоспалительных механизмов при БА,

в частности фактора некроза опухоли
α (TNF
α),

интерлейкина
6 (IL
6), противоспалительного цито


кина – интерферона
γ (INF
γ) и хемокина – интер


лейкина
8 (IL
8).

Поэтому целью настоящего исследования яви


лась оценка содержания различных цитокинов в сы


воротке крови и КВВ у больных БА в стадии обост


рения и ремиссии, а также выявление взаимосвязей

цитокинов с клиническими и функциональными

показателями заболевания.

Материалы и методы

В исследовании участвовали 28 пациентов со сред


нетяжелым течением БА (14 – в стадии обострения,

14 – в стадии ремиссии) и 14 здоровых доброволь


цев, которые не имели в анамнезе хронической и ал


лергической патологии и не переносили вирусных

инфекционных заболеваний в течение последних

2 мес. Больные с обострением БА находились на ста


ционарном лечении в аллергологическом отделении

ГКБ № 57 (Москва), пациенты с ремиссией заболе


вания наблюдались в НИИ пульмонологии ФМБА

России (Москва). Диагноз БА был поставлен соглас


но критериям GINA (2006).

В исследование были включены пациенты, соот


ветствующие следующим критериям: мужчины

и женщины с подтвержденным диагнозом БА сред


нетяжелого течения [7]; возраст от 17 до 60 лет; нали


чие атопии в анамнезе, подтвержденной кожными

пробами (prick:test) и повышением уровня общего IgЕ

сыворотки крови; длительность заболевания > 2 лет;

базисная терапия ингаляционными глюкокортико


стероидами (иГКС) в дозе ≤ 1 000 мкг (в пересчете

на беклометазон); обратимая обструкция дыхатель


ных путей (коэффициент бронходилатации по объе


му форсированного выдоха за 1
ю с (КБДОФВ1)

≥ 12 %долж. и ≥ 200 мл); наличие подписанного инфор


мированного согласия на участие в исследовании.

Критерии исключения были следующими: нали


чие ХОБЛ, туберкулеза и других заболеваний легких,

в т. ч. пневмонии в течение последних 6 мес.; тяже


лые сопутствующие заболевания сердечно
сосудис


той системы, органов пищеварения, мочеполовой

и нервной системы; прием системных ГКС; курение

(индекс курения (ИК) ≥ 10 пачек / лет); злоупотреб


ление алкоголем и наркотиками в анамнезе; хро


нические инфекционные заболевания верхних ды


хательных путей (гайморит и др.); беременность

и кормление грудью.

Клиническая оценка симптомов БА (кашля, мок


роты, одышки) проводилась однократно по 4
балль


ной шкале (0 – отсутствие симптома, 3 – максималь


ное проявление симптома). Также оценивали число

приступов удушья и потребность в симпатомимети


ках короткого действия.

Исследование функции внешнего дыхания

(ФВД) проводили с помощью прибора MasterScreen
Body (Erich Jaeger, Германия) в соответствии с реко


мендациями Европейского респираторного общест


ва. Оценивали объем форсированного выдоха за 1
ю с

(ОФВ1), форсированную жизненную емкость легких

(ФЖЕЛ), ОФВ1 / ФЖЕЛ. Полученные результаты

сопоставляли с должными величинами, вычислен


ными по формулам Европейского сообщества угля

и стали, а интерпретировали их с использованием

методических рекомендаций [8].

Сбор КВВ проводили при помощи аппарата

ECoScreen (Erich Jaeger, Германия) стандартизован


ным методом с использованием носового зажима

в течение 10 мин. Сбор КВВ и сыворотки крови здо


ровым добровольцам и больным с ремиссией БА

проводили 1
кратно. Пациентам с обострением

заболевания сбор КВВ и сыворотки проводился

в 1–2
й день поступления в стационар. Сразу после

сбора измеряли объем и уровень рН полученного

КВВ посредством ф32 рН
метра (Beckman, США) со

стеклянным микроэлектродом. Собранные образцы

КВВ и сыворотки до проведения анализов храни


лись в морозильной камере при –70 °С не более

1 мес.

Концентрацию цитокинов (IL
4, IL
6, IL
8,

IL
13, TNF
α, INF
γ) в КВВ и сыворотке крови

определяли иммуноферментным методом ELISA

с помощью набора реагентов Biosource (Бельгия) по

методике производителя.

Статистическую обработку результатов проводи


ли с использованием пакета программ Statistica 6.0.

Все данные представлены как mean ± SD. Достовер


ность различий одноименных показателей внутри

1
й группы определяли при помощи парного t
кри


терия. Различия считались статистически достовер


ными при p < 0,05. Для выявления зависимости между

показателями использовали линейный регрессион


ный анализ и метод Спирмена.

Результаты

Клинико
лабораторные и функциональные показа


тели больных БА в стадии обострения и ремиссии

и здоровых добровольцев представлены в табл. 1.

Обследованные группы значимо не различались

между собой по полу, возрасту, ИК и длительности

заболевания. Все пациенты с БА получали базисную

терапию иГКС (500–1 000 мкг в сутки в перерасчете

на беклометазон). В каждой группе было по 2 куря


щих человека с ИК < 10 пачек / лет. У пациентов

с обострением симптомы БА были более выражен


ными (одышка, кашель, частые приступы удушья),

потребность в бронхолитиках – высокой, заметны


ми были обструктивные нарушения при исследова


нии ФВД.

Объем собранных образцов КВВ в группах

с обострением и ремиссией БА и в группе контро


ля не различался (1,64 ± 0,51; 1,48 ± 0,22 и 1,61 ±
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0,25 мл / 10 мин соответственно; р > 0,05). Уровень

рН КВВ у больных с обострением и ремиссией БА

был достоверно ниже, чем у здоровых добровольцев

(6,12 ± 0,47 vs 6,41 ± 0,49 vs 6,99 ± 0,36; p < 0,05), что

указывает на высокую степень активности воспали


тельного процесса в дыхательных путях при БА, осо


бенно в период обострения.

Все цитокины, за исключением IL
8, удалось об


наружить в каждом образце КВВ здоровых добро


вольцев, тогда как в сыворотке крови их содержание

было выявлено в < 1/2 образцов (рис. 1). Аналогичная

ситуация была у больных БА (рис. 2), т. е. цитокины

в КВВ определялись намного чаще, чем в образцах

сыворотки крови. Поэтому в данной работе приведе


ны результаты определения цитокинов в КВВ.

Среднее содержание цитокинов в КВВ приведено

в табл. 2. Как видно, средние значения IL
4 были

достоверно выше на 46 % в группе с обострением

и на 44 % – с ремиссией БА, по сравнению с добро


вольцами. У пациентов с обострением БА концент


рация IL
13 в КВВ была достоверно выше на 43 %,

по сравнению с контрольной группой.

В ходе линейного корреляционного анализа вы


явлена обратная связь между уровнем IL
4 в КВВ

и значением ОФВ1 (r = –0,54; р < 0,05) в группе

с обострением БА. Это можно объяснить основны


ми патологическими свойствами IL
4, такими как

запуск аллергического типа воспалительной реак


ции и развитие бронхиальной обструкции. Была

установлена зависимость между коэффициентом со


отношения IL
4 / INF
γ и уровнем эозинофилов

крови (r = 0,65; р < 0,05) при обострении БА. В груп


пе с ремиссией заболевания была обнаружена корре


ляционная связь между IL
13 и IL
6 в КВВ (r = 0,79;

р < 0,05), что свидетельствует о сохраняющейся вос


палительной активности. В фазе ремиссии БА также

была выявлена прямая корреляционная связь между

уровнем IL
13 и значением ОФВ1 (r = 0,73; р < 0,05),

что свидетельствует о наличии воспаления, несмот


ря на купирование бронхообструктивных наруше


ний. При помощи непрямого корреляционного ана


лиза Спирмана у больных с обострением БА была

выявлена обратная корреляционная связь между

объемом КВВ и значением ОФВ1 (r = –0,53; р < 0,05).

Таблица 1
Характеристика обследованных групп

Обострение БА Ремиссия БА Контрольная группа

Обследованные, n 14 14 14

Пол: м / ж, n 2 / 12 4 / 10 2 / 12

Возраст, лет 47,4 ± 12,7 36,9 ± 13,7 25,9 ± 5,3

Курящие, n 2 2 2

Длительность заболевания, лет 6,4 ± 7,5 6,8 ± 6,5 –

Кашель, баллы 3,5 ± 0,7 0,9 ± 1,0 –

Приступы удушья в сутки 5,4 ± 1,0 0,9 ± 0,9 –

Потребность в β2�агонистах в сутки 6,8 ± 1,5 1,4 ± 1,2 –

Лейкоциты крови, 109/л 10,3 ± 2,63 8,86 ± 2,30 6,18 ± 0,91

Эозинофилы крови, % 3,57 ± 1,83* 2,64 ± 0,93 2,24 ± 1,29

Эозинофилы крови, клеток / мкл 287 ± 218 166 ± 59 112 ± 65

ОФВ1, %долж. 66,7 ± 21,3 78,1 ± 16,7 102,7 ± 9,8

ФЖЕЛ, %долж. 85,6 ± 33,1 93,3 ± 17,5 114,1 ± 9,4

ОФВ1 / ФЖЕЛ, %долж. 71,5 ± 19,6 78,4 ± 7,7 84,5 ± 2,1

КБДОФВ1, % 29,5 ± 10,1 16,7 ± 5,2 3,8 ± 2,0

Примечание: * – р < 0,05 по сравнению с контрольной группой.

Рис. 1. Частота обнаружения цитокинов в КВВ и сыворотке кро


ви у здоровых добровольцев

Рис. 2. Частота обнаружения цитокинов в КВВ и сыворотке кро


ви при БА
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Это свидетельствует о том, что обструктивные нару


шения связаны с развитием отека слизистой стенки

бронхов и непосредственно гиперсекрецией слизи –

проявлений воспалительного процесса при БА.

Обсуждение

IL
4 и IL
13 – один из основных пусковых медиато


ров воспаления Th2
типа. IL
4 выполняет ключевую

роль в продукции IgЕ и экспрессии молекулы адге


зии сосудистого эндотелия 1
го типа (VCAM
1) на

эндотелиальных клетках, который тем самым вызы


вает миграцию эозинофилов из крови [9]. IL
13 име


ет схожую биологическую активность. Он повышает

синтез IL
4, увеличивая количество В
лимфоцитов,

усиливая синтез IgE, увеличивает экспрессию CD23

на В
лимфоцитах. IL
4 отводится основная роль

в запуске Th2
воспалительного процесса, а IL
13 от


вечает за сам процесс развития и поддержания вос


палительного процесса при БА [10].

Многие исследователи отмечают более высокие

значения IL
4 и IL
13 у больных БА [1, 11–13].

C.M.Robroeks et al. обнаружили увеличение концент


рации IL
4 в КВВ, указав на диагностическую цен


ность данного маркера при БА. При постановке ди


агноза использовался метод мультивариантной

регрессии (Multivariate backward logistic regression) [1].

В настоящем исследовании обнаружен более низ


кий уровень INF
γ в группе с обострением БА по

сравнению с группой контроля, однако разница бы


ла недостоверной. INF
γ является цитокином Th1


типа и подавляет Th2
воспалительный процесс, тем

самым ослабляя проявления атопии. Этот цитокин

также снижает эозинофилию и гиперреактивность

дыхательных путей. Таким образом, полученные на


ми данные указывают на преобладание активности

Th2
типа цитокинов атопии и подавление Th1
типа

воспалительного ответа у больных с обострением

БА.

В работе S.K.Shahid et al. дисбаланс между Th2


и Th1
ответом был более явным: у детей, страдаю


щих БА, было обнаружено повышение IL
4 и досто


верное снижение INF
γ в КВВ, также был увеличен

коэффициент соотношения этих показателей IL
4 /

INF
γ у пациентов с БА по сравнению с контроль


ной группой [12]. В другой работе было показано,

что коэффициент IL
4 / INF
γ был не только повы


шен у пациентов с БА, по сравнению с больными

атопическим дерматитом, но и уровень данного мар


кера снижался на фоне терапии ГК [13]. Таким обра


зом, посредством данного маркера можно оценить

эффективность проводимого лечения.

K.Matsunaga et al. исследовали 2 группы пациентов,

страдающих БА, в одну группу были включены боль


ные с аллергическим ринитом (АР), в другую груп


пу – пациенты без АР. Достоверно значимых разли


чий уровня цитокинов в КВВ между группами не

было получено. Однако было выявлено достоверное

снижение RANTES и улучшение показателей легоч


ной функции на фоне лечения антилейкотриеновы


ми препаратами в группе пациентов с аллергическим

ринитом [14].

Провоспалительная группа цитокинов играет

важную роль в развитии основных патологических

механизмов при БА. Эти цитокины активируют про


воспалительные факторы транскрипции – нуклеар


ный фактор
kВ и активирующий протеин
1, кото


рые в свою очередь приводят в действие множество

генов, отвечающих за запуск воспаления. В настоя


щей работе уровень IL
6 в КВВ у пациентов с обост


рением БА имел тенденцию к повышению, что ука


зывает на активность провоспалительного звена

иммунного ответа наряду с развитием аллергической

реакции немедленного типа.

Напротив, K.Matsunaga et al. обнаружили корре


ляцию уровня IL
4 с повышением значения ОФВ1 на

фоне ГК
терапии [15]. Таким образом, определение

IL
4 позволит использовать данный метод для оцен


ки эффективности проводимой терапии.

В настоящей работе был исследован цитокино


вый паттерн КВВ и сыворотки крови одномоментно,

и полученные данные указывают на перспектив


ность данной методики. Чтобы уточнить функцию

цитокинов при БА, следует оценить содержание ци


токинов в КВВ у пациентов с разным течением и фе


нотипами заболевания, измерить концентрацию на

фоне проводимого противовоспалительного лече


ния. Однако в настоящее время методика определе


ния различных цитокинов в КВВ окончательно не

регламентирована. До сих пор не определено, какой

из методов является наиболее оптимальным, учиты


вая низкое содержание цитокинов в данной биоло


гической жидкости. Для разработки методологичес


ких стандартов и внедрения их в повседневную

клиническую практику необходимы дальнейшие ис


следования.

Заключение

1. В КВВ больных БА удалось определить как про


воспалительные, так и противовоспалительные

цитокины, за исключением IL
8.

2. Анализ КВВ более точно отражает активность

воспалительного процесса в дыхательных путях

при БА, чем исследование сыворотки крови.

3. Увеличение концентрации IL
4, IL
6 и IL
13

в КВВ, корреляции между IL
4 и ОФВ1, коэффи


циентом IL
4 / INF
γ в КВВ и эозинофилией

крови у больных БА указывают на активность

воспалительного процесса в дыхательных путях.

Таблица 2
Концентрация цитокинов в КВВ

Цитокин Обострение БА Ремиссия БА Контрольная 

группа

IL�4, пг/мл 1,49 ± 0,53* 1,44 ± 0,50* 0,81 ± 0,36

IL�6, пг/мл 2,13 ± 1,84 1,37 ± 0,25 1,29 ± 0,34

IL�13, пг/мл 21,05 ± 10,04* 15,06 ± 9,42 11,97 ± 6,29

TNF�α, пг/мл 4,35 ± 2,14 4,06 ± 1,18 3,80 ± 1,45

INF�γ, пг/мл 5,22 ± 5,08 7,27 ± 7,29 7,20 ± 5,71

Примечание: * – р < 0,05 по сравнению с контрольной группой.
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Оригинальные исследования

4. Выявленные корреляционные связи между со


держанием IL
13 и IL
6 в КВВ, IL
13 и ОФВ1

в период ремиссии БА свидетельствуют о персис


тирующем воспалении дыхательных путей.

5. Исследование цитокинов в КВВ позволит более

глубоко исследовать вопросы патогенеза БА и оце


нить тяжесть состояния больных, а также эффек


тивность проводимого лечения.
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