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В исследованиях последних лет установлена важная

роль ионов в регуляции бронхиальной проходимос�

ти. Ведущее значение в этом отводится ионам каль�

ция [1]. Однако в последние годы большой интерес

исследователей вызывают натрий и калий, принима�

ющие участие в регуляции функций различных кле�

ток, ответственных за развитие воспалительных из�

менений бронхов и легких. Показано, что контакт с

аллергеном сенсибилизированных мышц дыхатель�

ных путей приводит к повышению поступления в

них натрия [2]. При исследовании концентраций од�

новалентных катионов у больных бронхиальной аст�

мой (БА) установлено повышение в эритроцитах

содержания натрия [1, 3]. Однако механизмы увели�

чения концентрации натрия в клетках изучены не�

достаточно. Более глубокое изучение этой проблемы

позволит объяснить механизм формирования пато�

логических изменений, характерных для БА, от�

крыть новые перспективы в первичной и вторичной

профилактике, прогнозировании течения и терапии

заболевания.

В плане коррекции нарушений катион транспо�

ртной функции у больных БА привлекает внимание

использование ингаляций фуросемида [4–6]. Основ�

ным механизмом мочегонного действия петлевых

диуретиков является угнетение трансмембранного

переноса ионов и воды в эпителии почечных каналь�

цев [4, 7]. Поэтому вполне обоснован интерес к вли�

янию фуросемида на эпителий дыхательных путей,

где происходит интенсивный обмен газов и жидкос�

ти, в который вовлечены многие транспортные ме�

ханизмы, обеспечивающие как абсорбцию, так и
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Summary

The work was aimed to investigate the erythrocyte cation transport in patients with asthma with respect to bronchial hyperreactivity on anisosmot�

ic solutions and its correction using inhaled furosemide. Rubidium uptake by and Na+ loss from erythrocytes incubated in Rb�Mg2+ solution were

determined with flame emission using Perkin�Elmer АА 306 spectrophotometer. Bronchial hyperreactivity was studied using challenge tests with

inhaled distilled water and hypertonic saline solution (3.6 %). In a day after the challenge test the patients inhaled 1 % solution of furosemide (60 mg,

4 ml) followed by the repeated bronchial challenge test which was performed twice at 30�min interval. The 10 to 15 % increase in erythrocyte Na+

concentration was found. Na+�K+ pump activity in the erythrocytes increased by 34–38 %. Na+�K+�2Cl� co�transport in erythrocytes was 60�65 %

higher than in healthy donors and was significantly higher in patients with bronchial hyperreactivity compared with that of patients without bronchi

hyperreactivity. Inhaled furosemide inhalation was found to improve bronchial airflow parameters such as FEV1 and FEF50. The data obtained

revealed alteration of erythrocyte cation transport in asthma patients as well as bronchodilating and protective effects of inhaled furosemide.

Резюме

Целью настоящей работы являлось исследование состояния катион�транспортирующих систем эритроцитов больных бронхиальной

астмой (БА) с гиперреактивностью бронхов на анизосмотические растворы и возможности коррекции выявленных изменений с

помощью ингаляции фуросемида. Для исследования транспорта ионов определяли скорость входа в эритроциты рубидия и скорость

выхода натрия с помощью пламенно�эмиссионного анализа на атомно�абсорбционном спектрофотометре Perkin�Elmer АА 306.

Бронхопровокационные пробы проводили с дистиллированной водой и гипертоническим раствором NaCl (3,6 %). На следующий день

производили ингаляцию изоосмолярного 1%�ного раствора фуросемида (60 мг, 4 мл), после чего повторяли бронхопровокационные

пробы. Обнаружено, что у больных БА на 10–15 % увеличивается содержание в эритроцитах натрия. Активность Na�K�насоса в

эритроцитах больных БА повышена на 34–38 %. Активность Na�K�2Cl�котранспорта также увеличена по сравнению со здоровыми

людьми на 60–65 %. Активность Na�K�2Cl котранспорта у больных БА с гиперреактивностью бронхов была достоверно выше по

сравнению с больными БА без гиперреактивности бронхов на анизосмотические растворы. После ингаляции фуросемида отмечали

улучшение бронхиальной проходимости, а по истечении 30 мин в среднем по группе обследованных наблюдали достоверное увеличение

объема форсированного выдоха за 1�ю с (ОФВ1) и МОС50 по сравнению с исходными значениями. Полученные результаты

свидетельствуют об изменении катион�транспортной функции эритроцитов больных БА и о бронхолитическом и протективном

(защитном) действии ингаляции фуросемида.
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Оригинальные исследования

секрецию ионов [8]. Ингаляционное воздействие

фуросемида изучено недостаточно, что затрудняет

его использование в пульмонологической клиничес�

кой практике.

Цель настоящей работы — исследовать состояние

катион�транспортирующих систем эритроцитов у

больных БА, связь катион транспортной функции и

гиперреактивности бронхов и возможности коррек�

ции гиперреактивности бронхов с помощью ингаля�

ций фуросемида.

Материалы и методы

Обследовали 10 практически здоровых лиц и 25

больных аллергической БА легкой и средней тяжес�

ти течения. Среди здоровых было 8 женщин и 2 муж�

чин в возрасте от 20 до 30 лет (средний возраст 23,7 ±

1,8 года). Среди больных БА было 11 женщин и 14

мужчин в возрасте от 17 до 52 лет (средний возраст

33,1 ± 2,9 года). В фазе обострения заболевания про�

ходили обследование 23 больных, в фазе ремиссии

заболевания 2 больных. Больные БА проходили

лечение и наблюдались в клинике госпитальной

терапии им. акад. М.В.Черноруцкого (СПбГМУ

им. акад. И.П.Павлова).

Для получения эритроцитов из локтевой вены за�

бирали (самотеком, натощак) 1 мл крови в пробирку

с гепарином. После 10 мин центрифугирования при

500G плазму удаляли, а осадок эритроцитов четы�

режды промывали отмывочным раствором (96 мМ

MgCl2, 15мМ ТРИС�HCl Ph = 7,2 и 1,8 мМ

Ca(NO3)2). По 0,1 мл суспензии эритроцитов перено�

сили в пробирки, содержащие по 1 мл одной из пяти

исследованных инкубационных сред: раствора

5RbMg, 5RbMg и 0,2 мМ уабаина, 5RbMg и 0,5 мМ

фуросемида, 5RbMg, 0,2 мМ уабаина и 0,5 мМ фуро�

семида. Все среды содержали 15 мМ ТРИС�HCl

(pH = 7,2) и 1,8 мМ Ca(NO3)2. Исходная концентра�

ция натрия и калия в них составляла 2,4 и 1,6 мкМ

соответственно. Инкубацию эритроцитов проводи�

ли при температуре 37 °С в течение 30 мин. После

этого эритроциты осаждали центрифугированием в

течение 5 мин. В надосадочной жидкости определя�

ли концентрацию натрия и калия, вышедшего из

эритроцитов. Осадок эритроцитов подвергали четы�

рехкратному отмыванию и лизировали в 1 мл дис�

тиллированной воды. Концентрацию натрия, калия

и рубидия в лизатах определяли после их разведения

в 10 раз при анализе натрия, 100 раз для калия и без

разведения для рубидия. Таким образом, определе�

ние скорости выхода калия и натрия и входа в эрит�

роциты рубидия проводили одновременно на одних

и тех же клетках.

Транспорт калия оценивали по скорости замеще�

ния калия рубидием (Kк). Компоненты, относящие�

ся к Na�K�насосу и Na�K�2Cl�котранспорту, опреде�

ляли по величине снижения скорости выхода натрия

под действием уабаина и фуросемида соответствен�

но. Транспорт натрия через Na�K�насос и Na�K�2Cl�

котранспорт определяли по константе скорости

выхода натрия в присутствии соответствующих ин�

гибиторов (КNa).

Расчеты проводили по формулам:

для калия  

для натрия                                          ,

где — концентрация рубидия в лизирован�

ных эритроцитах; — концентрация природ�

ного рубидия в контрольной пробе (она составляет

обычно 1,3– 2,0 мкМ); — кон�

центрация калия (натрия) в лизате эритроцитов с

учетом разведения; — концентрация нат�

рия в надосадочной жидкости после инкубации

эритроцитов в RbMg среде; t — время от начала наг�

рузки эритроцитов рубидием до окончания указан�

ной нагрузки, включая период инкубации и время,

затраченное на центрифугирование и удаление на�

досадочной жидкости.

Определение концентрации ионов проводили

пламенно�эмиссионным анализом на атомно�абсо�

рбционном спектрофотометре Perkin0Elmer AA 306
при эмиссионном режиме в воздушно�пропановом

пламени [9].

Всем больным БА проводили исследование брон�

хиальной проходимости с помощью регистрации

кривой "поток–объем" форсированного выдоха на

приборе "Пневмоскрин" ("Эрих Егер", Германия) по

стандартной методике, а также бронхопровокацион�

ные тесты с дистиллированной водой и гипертони�

ческим раствором. Больным с положительными ре�

зультатами провокационных тестов проводили

ингаляцию 4 мл раствора фуросемида (60 мг) и изме�

ряли бронхиальную проходимость до ингаляции,

сразу после ингаляции и через 30 мин. После этого

осуществляли повторную бронхопровокационную

пробу. 

Медикаментозное лечение отменяли за 1 день до

исследования. Интервал между исследованиями

бронхиальной реактивности и катион транспортной

функцией не превышал 3 дней.

Статистическую обработку данных проводили с

помощью программы Statistica.

Результаты

Как показывают данные на рис. 1, у больных БА со�

держание натрия в эритроцитах увеличено по срав�

нению со здоровыми лицами на 5–10 %. По содер�

жанию калия существенных различий не выявили.



Активность Na�K�насоса в эритроцитах больных БА

увеличена на 34–38 %, активность Na�K�2Cl�котранс�

порта также увеличена по сравнению с здоровыми

лицами на 60–65 % (рис. 2). Таким образом, у боль�

ных БА выявили увеличение доли активного транс�

порта и котранспорта одновалентных катионов в их

общем потоке через мембраны эритроцитов.

Анализ исходной обструкции дыхательных путей

у больных БА показал, что в среднем по группе боль�

ных выраженность исходной обструкции дыхатель�

ных путей изменяется незначительно. У половины

больных не было обструктивных нарушений, у 44 %

больных были выявлены умеренные, и только у 8 %

наблюдали значительные нарушения бронхиальной

проходимости (табл. 1). Уровень гиперчувствитель�

ности и гиперреактивности бронхов у обследован�

ных больных БА был повышен (табл. 2).

Проведение бронхопровокационных тестов выя�

вило гиперреактивность бронхов на дистиллирован�

ную воду у 11 больных и на гипертонический раствор

NaCl (3,6 %) у 6 больных. Для того чтобы выяснить,

существует ли связь между степенью гиперреактив�

ности бронхов на провокации анизосмотическими

растворами и состоянием катион транспортирую�

щих систем эритроцитов, мы разделили больных на

две группы: группу с выраженной гиперреактив�

ностью бронхов на ингаляции гипертонического

раствора NaCl и дистиллированной воды и группу с

отсутствием гиперреактивности бронхов на анизос�

мотические провокации.

Результаты показали, что активность Na�K�2Cl�

котранспорта, у больных БА с гиперреактивностью

бронхов была достоверно выше по сравнению с

больными БА без гиперреактивности бронхов на не�

изотонические растворы (табл. 3). Эти результаты

подтверждены наличием сильной прямой корреля�

ционной связи между изменением объема форсиро�

ванного выдоха за 1�ю с (ОФВ1) после провокации и

активностью Na�K�2Cl�котранспорта. Коэффици�

ент корреляции составил r = 0,76, p = 0,006. Кроме

того, была выявлена сильная связь между измене�

ниями ОФВ1 после провокации и пассивной прони�

цаемостью для К и Na (значение коэффициентов

корреляции r = 0,66, p = 0,02 и r = 0,77, p = 0,006 со�

ответственно).

Больным с положительными бронхопровокаци�

онными пробами на неизотонические растворы про�

водили однократную ингаляцию фуросемида. Сразу

же после ингаляции фуросемида отмечали улучше�

ние бронхиальной проходимости, а по истечении 30

мин в среднем по группе обследованных наблюдали

достоверное увеличение ОФВ1 и МОС50 по сравне�

нию с исходными значениями (табл. 4), т. е. отмеча�

ли бронходилатационное действие ингаляции фуро�

семида.

Индивидуальный анализ показал, что у 9 больных

БА после ингаляции фуросемида выявили снижение

гиперреактивности дыхательных путей на дистилли�

рованную воду, у одного больного не отметили изме�

нений и у одного гиперреактивность бронхов увели�

чилась (рис. 3).

У 5 больных с первоначально значительной гипер�

реактивностью бронхов дыхательных путей на гипер�

тонический раствор NaCl (3,6 %), после ингаляции

фуросемида отмечали снижение гиперреактивности,

у одного больного изменений не выявили (рис. 3).
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Таблица 1
Частота нарушений бронхиальной проходимости

у обследованных больных

Нарушения бронхиальной проходимости Обследованные больные

Отсутствуют 0,48 (12)

Умеренные 0,44 (11)

Значительные 0,08 (2)

Всего 1,00 (25)

Таблица 2
Чувствительность (ПД20, мл) и реактивность (tg α)
бронхов к дистиллированной воде и гипертоническому

раствору (3,6 %) NaCl у больных БА (n = 25)

Вид провокации Больные БА

ПД20 tg α

Дистиллированная вода 6,4 ± 4,9 0,33 ± 0,18

Гипертонический раствор 9,4 ± 4,8 0,3 ± 0,13

0,02

0,01

0,00

*

*
Ммоль/г гемоглобина

Здоровые Больные

Рис. 1. Исходная концентрация натрия в эритроцитах больных БА

и здоровых людей
Примечание: * — p < 0,05.

*

*

*

*
* *

Мин–1

Здоровые Больные

Здоровые У Ф У+Ф

Рис. 2. Константы скорости выхода натрия  у больных БА и здоро�

вых людей
Примечание: У — уабаин�чувствительный транспорт; Ф — фуросемид�

чувствительный транспорт; У + Ф — уабаин�фуросемид нечувствительный

транспорт; * — p < 0,05.

0,004

0,003

0,002

0,001

0,000



Таким образом, результаты исследования позволи�

ли сделать вывод о бронхолитическом и протектив�

ном (защитном) действии ингаляции фуросемида.

Обсуждение

Особенности транспорта катионов через клеточные

мембраны при БА первоначально пытались изучать

на полосках тканей дыхательных путей [10, 11]. Од�

нако эти клетки оказались трудно доступными для

изучения. Поэтому основное внимание исследовате�

ли сосредоточили на изучении транспорта ионов в

клетках крови, в частности в эритроцитах [1, 3].

Эритроциты были выбраны нами в силу несколь�

ких причин. Во�первых, несомненным достоин�

ством эритроцитарной модели является простота

мембранной организации эритроцита, что позволяет

изучить свойства плазматической мембраны без по�

мех, накладываемых внутриклеточными образова�

ниями и органеллами. Во�вторых, эритроциты явля�

ются легко доступной и удобной моделью для

исследования in vitro. Это связано с тем, что за счет

гликолиза эритроциты могут существовать вне кро�

вотока длительное время без значительного сдвига в

системе транспорта. В�третьих, эритроциты являют�

ся адекватной моделью при изучении различных за�

болеваний полигенной природы [1].

Генетическая детерминированность БА (наслед�

ственная предрасположенность к гиперреактивнос�

ти бронхов, данные исследования HLA�системы ан�

тигенов) позволяет высказывать предположение, что

нарушения, обнаруженные на мембране эритроци�

та, могут быть отмечены в клетках других тканей, в

частности в клетках дыхательных путей [1].

Как видно из полученных результатов, содержа�

ние натрия в эритроцитах больных БА увеличено на

10�15 %. Это согласуется с данными, которые полу�

чены рядом исследователей [1, 3]. Возможными при�

чинами увеличения содержания внутриклеточного

натрия принципиально могут быть: снижение актив�

ности Na�K�насоса, который ингибируется уабаи�

ном и в оптимальном режиме обеспечивает откачку

3 ионов натрия и поглощение двух ионов калия в от�

вет на гидролиз одной молекулы АТФ; снижение ве�

личины выходящих или увеличение значения входя�

щих потоков натрия за счет Na�K�2Cl�котранспорта;

увеличение пассивной мембранной проницаемости

для Na+.

По нашим результатам активность Na�K�насоса в

эритроцитах больных БА не только не уменьшена,

но, напротив, увеличена на 34�38 %. Так как Na�K�

насос резко активируется при увеличении содержа�

ния внутриклеточного натрия, можно предполо�

жить, что увеличение активного транспорта связано

с приростом внутриклеточного натрия в эритроци�

тах больных БА. Активность Na�K�2Cl�котранспор�

та, по нашим данным, также увеличена по сравне�

нию со здоровыми на 60�65 %. Следует отметить, что

вклад этой системы в регуляцию [Nai+] зависит от

величины нетто�потока, т. е. от разностей скоростей

между входящим и выходящим потоками, генериру�

емыми переносчиками. Однако известно, что при

отсутствии патологических состояний нетто�поток

Na+ в эритроцитах человека за счет функциониро�

вания Na�K�2Cl�котранспорта направлен из клетки

[12, 13]. Таким образом, прирост Na в эритроцитах

больных БА обусловлен, по�видимому, увеличением

Na�K�2Cl�котранспорта за счет увеличения значе�

ний входящих потоков натрия.
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Таблица 4
Изменения показателей бронхиальной проходимости

(% от исходного значения) после ингаляции 
фуросемида в среднем по группе

Сразу после ингаляции; n = 25 Через 0,5 ч; n = 25

ΔФЖЕЛ 1,6 ± 5,5 1,8 ± 4,4

ΔОФВ1 4,9 ± 9,4* 7,4 ± 7,7*

ΔМОС50 9,3 ± 16,3* 17,3 ± 17,9*

Примечание: * — p < 0,05.

Таблица 3
Константа выхода калия (×10–4 мин–1) у больных БА с наличием и отсутствием гиперреактивности бронхов

к ингаляциям гипертонического раствора (3,6 %) NaCl и дистиллированной воды

Вид транспорта, рассчитанный по константе Гипертонический раствор Дистиллированная вода

выхода калия ГР (+); n = 6 ГР (–); n = 11 ГР (+); n = 11 ГР (–); n = 9

Общий транспорт 5,4 ± 1,9 4,7 ± 1,1 4,9 ± 1,2 4,3 ± 1,3

Na�K�насос (уабаин�чувствительный) 5,2 ± 1,7 3,7 ± 1,4 4,7 ± 1,1 3,2 ± 1,2* (р = 0,01)

K�Na�2Cl�котранспорт (фуросемид�чувствительный) 3,6 ± 0,9 2,8 ± 0,5 3,6 ± 1,01 2,7 ± 0,6* (р = 0,02)

Остаточный транспорт (уабаин�фуросемид нечувствительный) 3,6 ± 1,2 2,5 ± 0,6* (р = 0,05) 2,9 ± 1,0 2,3 ± 0,8

Примечание:* — p < 0,05.

Рис. 3. Изменение реактивности бронхов после гипо� и гиперто�

нических провокаций через 30 мин после ингаляции фуросемида

по сравнению с исходными значениями

Норма

Умеренная 

Выраженная

Значительная 

Исходная Исходная

Гиперреактивность Гиперреактивность

На фоне фуросемида На фоне фуросемида

H2O (n=11) NaCl (3,6 %) (n=6)
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В настоящее время мы не можем ответить на воп�

рос, являются ли выявленные изменения транспорт�

ной функции клеточных мембран у больных аллер�

гической БА наследственно детерминированными,

либо они — следствие развития патологического

процесса. В пользу первой возможности свидетель�

ствует факт, что терапия воспалительного процесса

стероидными гормонами не приводит к существен�

ной коррекции катион�транспортных систем [1].

В настоящее время этот вопрос остается открытым.

Проведенные исследования показали, что гипер�

тонический раствор NaCl вызывал бронхоконстрик�

торную реакцию у 1/3 больных БА, а ингаляции дис�

тиллированной воды — у 2/3 больных БА, несмотря

на то, что у половины пациентов отсутствовали яв�

ления обструкции дыхательных путей. Состояние

гиперреактивности, при котором бронхи сокраща�

ются слишком легко на неизотонические провока�

ции, иногда рассматривается как неспецифическое.

Однако в действительности неизотонические прово�

кации действуют через высокоспецифичные меха�

низмы. Гипертонический раствор NaCl является ос�

молярным стимулом, провоцирующим повышение

реактивности бронхов. Он действует как регидра�

тант, увеличивая абсорбцию воды в просвете брон�

хов. При действии гиперосмолярного раствора NaCl

происходит изменение соотношения ионов в сли�

зистой оболочке бронхов, повышается осмотическое

давление, что стимулирует выход жидкости из ка�

пилляров в межклеточное пространство. Формиру�

ется отек слизистой оболочки, который считается

одной из причин обструкции бронхов при гиперос�

молярной провокации у больных БА. Гипоосмоляр�

ный стимул (ингаляция дистиллированной воды)

действует непрямым путем, высвобождая биологи�

чески активные субстанции из секретирующих кле�

ток, например, тучных клеток [14]. По�видимому,

ключевым моментом в секреторном процессе слу�

жит открывание Са2+ — селективных каналов.

Исследования катион�транспортной функции

клеточных мембран показали, что активность Na�K�

2Cl�котранспорта эритроцитов у больных БА с ги�

перреактивностью бронхов на неизотонические

растворы была достоверно выше по сравнению с

больными БА без гиперреактивности бронхов. Так�

же была обнаружена сильная корреляция между из�

менением ОФВ1 после провокации и активностью

Na�K�2Cl�котранспорта. Как известно, Na�K�2Cl�

котранспорт выполняет ключевую роль в регуляции

трансцеллюлярного транспорта одновалентных ка�

тионов в клетках эпителия воздухопроводящих пу�

тей. Na�K�2Cl�котранспорт является основным пу�

тем трансэпителиального переноса хлора, который

контролирует уровень слизи [12, 10, 8, 13].

В плане коррекции выявленных катион�транспо�

ртных нарушений мы применили однократный ин�

галяционный тест с фуросемидом. Предполагается,

что фуросемид может оказывать воздействие на раз�

личные функции дыхательного эпителия. Прежде

всего, он влияет на ионный транспорт, ингибируя

вход хлора через систему Na�K�2Cl�котранспорта в

базолатеральной мембране. В результате этого сни�

жается секреция натрия и хлора. Это, по�видимому,

приводит к изменению катионных градиентов и ос�

молярности эпителиальной жидкости, что в свою

очередь может воздействовать на выброс медиаторов

из клеток, находящихся в просвете дыхательных пу�

тей и оказывать протективное действие на бронхо�

констрикцию [4, 8, 15, 14].

Интересно, однако, что ингибирование этого

котранспорта в эпителии дыхательных путей наблю�

дали только тогда, когда препарат действовал на

внутреннюю базолатеральную поверхность эпители�

альных клеток. Однако in vivo аэрозольный фуросе�

мид может попасть лишь к наружной слизистой

поверхности эпителия, обращенной в просвет дыха�

тельных путей. Эффективность его действия при ин�

галяционном введении объясняется, по�видимому,

повышенной проницаемостью эпителия у больных

БА, что позволяет лекарственному препарату дости�

гать внутренней поверхности эпителиальной клетки

[2]. Исследованиями показано, что фуросемид эф�

фективен лишь при ингаляционном введении (не

менее 40 мг), но не при пероральном или паренте�

ральном введении. 

Таким образом, можно заключить, что ингаляци�

онное применение фуросемида дает выраженный

бронхолитический и протективный эффект в отно�

шении многих бронхоконстрикторов [4, 15, 6].

В частности, он связан с трансмембранным перено�

сом ионов (в первую очередь, Na�K�2Cl�котранс�

портом) в эпителии дыхательных путей. Описанное

действие создает, на наш взгляд, теоретические

предпосылки для клинического применения инга�

ляций фуросемида.

Суммируя рассмотренные факты, можно сделать

следующие выводы:

1) выявлены изменения катион�транспортной функ�

ции у больных БА — увеличение доли активного

транспорта и котранспорта одновалентных кати�

онов в их общем потоке через мембраны эритро�

цитов, увеличение содержания натрия в эритро�

цитах; 

2) показано увеличение активности Na�K�2Cl�ко�

транспорта у больных БА с гиперреактивностью

бронхов по сравнению с больными БА без гипер�

реактивности бронхов на неизотонические раст�

воры;

3) получено бронхолитическое и протективное (за�

щитное) действие ингаляции фуросемида.
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