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Введение
Цитокины, как известно, играют ключевую 

роль в формировании бронхиальной астмы (БА), 
что принципиально связано с активностью и ре-
гуляцией Th2-лимфоцитов. Вполне естественно, 
что выяснение сигнальных путей, с помощью 
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ской) БА. Материалы и методы. Обследовано 5 практически здоровых лиц и 11 больных аллергической 
(атопической) БА, не получающих глюкокортикостероиды. Применяли методику Western blotting 
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которых цитокины осуществляют свои регуля-
торные функции, находится в центре внимания 
иммунологов, аллергологов, в частности, астмо-
логов.

Совсем недавно, на рубеже XX и XXI веков, 
была открыта и к настоящему времени относи-
тельно хорошо изучена в эксперименте новая 
сигнальная система, которая у животных и че-
ловека трансдуцирует множество цитокиновых 
сигналов и ростовых факторов, которые обеспе-
чивают клеточную пролиферацию, дифференци-
ацию, миграцию и апоптоз. Такой принципиаль-
но важной системой является JAK-STAT-система 
(Janus Kinases – Signal Transducer and Activator 
of Transcription). Достаточно подробно структур-
но-функциональная организация этой системы, 
а также особенности изменений этой системы 
при некоторых видах патологии изложены в це-
лом ряде обзоров [2, 3, 13, 16, 17].

Что касается БА, то данные литературы 
о функционировании JAK-STAT сигнальной си-
стемы в клетках-мишенях при этом виде патоло-
гии весьма скудны и разрозненны [15], а в отече-
ственной литературе отсутствуют.

Наблюдаемый при БА сдвиг в сторону Th2-
иммунного ответа реализуется, в частности, при 
активации IL-4 пути сигнализации. После свя-
зывания IL-4 и/или IL-13 с трансмембранным 
рецептором происходит активация с внутренней 
стороны мембраны Янус-киназ JAK1 и JAK3, 
которые фосфорилируют STAT6-мономер (не-
активный белок), превращая его в pSTAT6-димер 
(активный белок), который транслоцируется 
в ядро, участвуя в транскрипции. 

Базируясь на опыте предыдущих исследова-
ний других сигнальных систем [1], мы полагаем, 
что новая сигнальная система JAK-STAT может 
играть значительную роль в патогенезе БА. 

Целью нашего исследования было изучение 
экспрессии неактивного белка STAT6 и актив-
ного белка pSTAT6 и их соотношения у больных 
аллергической БА в зависимости от фазы заболе-
вания. 

Материалы и методы
Работу проводили на базе лаборатории 

«Внутриклеточной сигнализации и транспор-
та» (руководитель – академик РАН, профессор  
Н.Н. Никольский) Научно-исследовательского 
института Цитологии РАН. 

Обследовали 5 практически здоровых лиц 
и 11 больных аллергической БА, не получающих 
глюкокортикостероиды (из них 5 больных на-
ходились в фазе обострения и 6 – в фазе ремис-
сии). Все обследованные больные БА находились 
на лечении в клинике госпитальной терапии  
им. акад. М.В. Черноруцкого Санкт-Петербургского  

Государственного медицинского университета 
им. акад. И.П. Павлова. 

Всем больным проводилось комплексное 
клинико-лабораторное и инструментальное об-
следование, включавшее общеклинические ме-
тоды, исследование иммунологического статуса 
(с оценкой уровня общего иммуноглобулина Е), 
цитологический и бактериологический анализ 
мокроты или промывных вод бронхов, а также, 
по показаниям, бронхоскопическое, аллерго-
логическое и микологическое, гормональные 
исследования. В каждой обследованной группе 
проводилось исследование функции внешнего 
дыхания. В контрольной группе ОФВ1 составил 
111,14% от должной; в группе больных аллерги-
ческой БА ОФВ1 равнялся 68,27% от должной.

Диагноз БА устанавливали в соответствии 
с классификацией и критериями международ-
ного консенсуса по вопросам диагностики и ле-
чения БА (Global Initiative of Asthma – GINA, 
2005). Комплекс лечебных мероприятий у боль-
ных БА полностью соответствовал варианту за-
болевания. Больные получали медикаментозную 
терапию в соответствии со стандартами лечения 
(GINA, 2005). 

В качестве модели исследования использова-
ли лимфоциты из периферической крови здоро-
вых лиц и больных БА, выделенные на градиенте 
плотности с применением стандартной методики 
выделения мононуклеаров на градиенте плот-
ности Lymphoseparation Medium (производство 
«ICN»), с последующим удалением моноцитов 
осаждением на пластике в условиях инкубации 
в СО2-инкубаторе в течение 40 мин. После окон-
чания инкубации лимфоциты помещали на лед 
и все дальнейшие процедуры проводили при 
+4°С. Клетки промывали один раз холодным 
фосфатно-солевым буфером. Тотальный лизат 
получали добавлением в чашки 0,1 мл лизирую-
щего буфера, содержащего коктейль из ингиби-
торов протеаз. Клетки инкубировали в течение 
10 мин при +4°С. Затем клеточный лизат центри-
фугировали 15 мин при 10 000g. К супернатанту 
добавляли 1/4 часть буфера для электрофорети-
ческих проб и инкубировали в течение 5 мин при 
+100°С. Концентрацию белка определяли по ме-
тоду Bradford (1976), используя овальбумин для 
построения калибровочной кривой.

Электрофорез и иммуноблоттинг. Электро-
форетическое разделение белков проводили ме-
тодом диск-электрофореза в полиакриламидном 
геле в присутствии SDS в модификации Laemmli 
(1970). Концентрирующий гель содержал 4% по-
лиакриламида, разделяющий – 8%. Разделение 
белков проводили в блоках геля 90 х 60 х 1 мм при 
силе тока 30 мА на пластину в течение 2 ч. Разде-
ленные в полиакриламидном геле белки перено-
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сили на нитроцеллюлозную мембрану Hybond-C 
extra (Amersham Pharmacia Biotech, Швеция). 
Электроперенос проводили при силе тока  
0,8 мА на 1 см2 геля в течение 1 ч в буфере для 
полусухого переноса. Для визуализации белко-
вых полос использовали Ponceau S. Иммуно-
блоттинг проводили в соответствии с методикой 
ECL Western blotting protocols (Amersham). Ин-
кубацию с антителами против фосфорилиро-
ванных по тирозину 641 STAT6 проводили при 
+4°С. Все остальные процедуры осуществляли 
при комнатной температуре. Хемилюминесцент-
ное излучение регистрировали экспонированием 
на рентгеновскую пленку CEA RP NEW (CEA 
AB, Швеция) (рис. 1 – больные аллергической 
БА в фазе обострения под цифрами 1, 6, 8, 9, 11; 
в фазе ремиссии – 2, 3, 4, 5, 7, 10).

Антитела. Для специфического выявления 
белков использовали поликлональные STAT6 
(Cell Signaling Technology, США), монокло-
нальные антитела против фосфотирозина (Cell 
Signaling Technology, США) и поликлональные 
кроличьи антитела против фосфорилирован-
ного по тирозину STAT6 (Tyr641) (Cell Signaling 
Technology, США). В качестве вторичных анти-
тел применяли козьи антитела, выработанные 
против иммуноглобулинов кролика, конъюги-
рованные с пероксидазой хрена (GAR-HRP, Cell 
Signaling Technology, США); козьи антитела, вы-
работанные против иммуноглобулинов мыши, 
конъюгированные с пероксидазой (GAM-HRP, 
Sigma, CIF).

Статистическую обработку результатов исследо-
ваний проводили с помощью программы «Excel 7»  
и статистического пакета «Statistica 6» с использо-
ванием методов и критериев непараметрической 
статистики при малом значении n (числа наблю-
дений): критерия Вилкоксона-Манна-Уитни, 
коэффициента корреляции Спир мана, и т.д. За-
ключение о статистической значимости давалось 

при уровне вероятности ошибочного заключения 
не менее 0,05.

Для обработки и анализа полученных данных 
(с регистрацией интегрированной плотности 
по стандартной методике) использовали про-
граммы Adobe Photoshop CS2 и Scion Image.

Результаты
Результаты исследования представлены в та-

блице 1. Как видно из таблицы 1, уровень экс-
прессии STAT6 в лимфоцитах периферической 
крови больных БА при обострении заболева-
ния существенно выше по сравнению с уровнем 
у практически здоровых лиц. В фазе ремиссии 
этот уровень снижался практически до уровня 
в контрольной группе.

Наибольшие отличия между группой практи-
чески здоровых лиц и больными БА выявлены 
при исследовании уровня экспрессии pSTAT6, 
который существенно повышен как при обостре-
нии, так и в фазе ремиссии заболевания.

Нами также проведена сравнительная инте-
гральная оценка уровней экспрессии активной 
(фосфорилированной) pSTAT6 и неактивной 
STAT6 форм изучаемого транскрипционного 
фактора (рис. 2).

Из рисунка 2 хорошо видно, что индекс 
pSTAT6/STAT6 существенно (в 3,7 раза) выше 
при БА в фазе обострения заболевания по срав-
нению с практически здоровыми лицами, при-
чем полного восстановления этого соотношения 
в фазе ремиссии заболевания не происходит, этот 
индекс pSTAT6/STAT6 у больных БА в фазе ре-
миссии в 1,7 выше, чем у практически здоровых 
лиц, хотя эти различия не достоверны.

Следует заметить, что обследованные боль-
ные БА характеризовались повышением общего 
IgE (479,99 IU/mL; 25-75%: 101-647 IU/mL при 
норме до 120 IU/mL), а также достаточно вы-
раженной эозинофилией (0,518 х 109/L; 25-75%: 

Рисунок 1. Western blotting анализ с использованием антител к STAT6 и pSTAT6 в группе больных БА  
(нумерация больных приведена в тексте)

STAT6

pSTAT6

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
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0,39-0,62 х 109/L, при норме 0,03-0,048 х 109/L, 
что соответствует 8,05% от общего числа лейко-
цитов). В этой связи представляют интерес выяв-
ленные нами существенные положительные кор-
реляционные связи между уровнем экспрессии 
STAT6 и значениями общего иммуноглобулина 
Е (r = 0,694; n = 11; p = 0,038). 

Еще одна существенная корреляционная 
связь выявлена при сравнении такого важно-
го показателя функции внешнего дыхания, как 
ОФВ1 и уровня экспрессии STAT6 в лимфоцитах 
периферической крови (рис. 3).

Обсуждение
Полученные к настоящему времени данные, 

прежде всего экспериментальные, свидетель-
ствуют о том, что JAK-STAT сигнальная система 
играет ключевую и подчас определяющую роль 
в цитокиновой сигнализации. 

Начатые нами исследования выявили целый 
ряд интересных и важных фактов, касающихся 
одного из STAT-белков, STAT6, который являет-

ся «жизненно» важным в формировании и регу-
ляции иммунного ответа при БА [15]. 

Первый факт касается выявленной нами по-
вышенной экспрессии конститутивной формы 
STAT6 в лимфоцитах периферической крови, 
подчеркнем в этой связи, что нами для иссле-
дования отобраны больные аллергической (ато-
пической) БА, имеющие в анамнезе указания 
на наследственный характер патологии. Допол-
нительно отметим, что важен подбор не только 
однородной группы больных, но и подбор лиц 
в контрольную группу. Так, критериями отбора 
в контрольную группу были: отсутствие в анам-
незе какого-либо хронического заболевания, 
а также клинических признаков какого-либо 
острого заболевания за последние 6 месяцев; бла-
гоприятный наследственный анамнез в отноше-
нии аллергических заболеваний, отсутствие ука-
заний на прием каких-либо лекарств в течение 
последнего месяца.

Думается, что именно отсутствие учета этих 
критериев, особенно первого из них, не позво-
лило некоторым авторам [11] выявить различия 
в уровне экспрессии STAT6 в лимфоцитах пери-
ферической крови между больными с атопиче-
ской БА и больными-«неатопиками» (контроль-
ная группа), поступившими в тот же госпиталь, 
что и больные БА. К сожалению, авторы не рас-
крывают другие особенности лиц, вошедших 
в контрольную группу (диагнозы, лечение и т.п.). 

Что касается других известных клинических 
исследований STAT6 при БА, выполненных с ис-
пользованием биоптатов бронхов, то в них полу-
чены данные, свидетельствующие о повышенной 
экспрессии STAT6 при атопической БА. В одном 
из этих исследований [5] получены данные о том, 
что в бронхах (иммуноцитохимическое исследо-
вание) больных БА по сравнению с контрольной 
группой здоровых лиц обнаружено существенно 
большее количество клеток, экспрессирующих 
STAT6, причем показано, что это количество 
выше у больных с атопической по сравнению 
с неатопической БА.

В другом исследовании [12] выявлена повы-
шенная экспрессия STAT6 в бронхиальном эпи-
телии больных БА. Уровень этой экспрессии был 

Таблица 1. Уровни экспрессии STAT6 и pSTAT6 (инТегрированная плоТносТь, 
проценТили: 25-й, 75-й) в обследованных грУппах

обследованные группы STAT6
процентили

pSTAT6
процентили

25-й 75-й 25-й 75-й
Контрольная группа 0,486 0,39 0,58 0,126 0,08 0,17

БА
Обострение 0,96* 0,53 1,1 0,928* 0,78 1,04
Ремиссия 0,552 0,3 0,49 0,263** 0,07 0,44

Примечания: (отмечено p < 0,05) * – сравнение с контрольной группой; ** – сравнение с фазой обострения БА

Рисунок 2. Индекс pSTAT6/STAT6
примечание: значения индекса подчеркнуты; * – достоверные 
отличия по сравнению с контрольной группой.
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выше у больных с тяжелой БА, которые получали 
ингаляционные и пероральные глюкокортико-
стероиды.

Еще один важный факт получен нами – по-
вышенная экспрессия pSTAT6 в лимфоцитах 
периферической крови больных аллергиче-
ской БА. Экспрессия этой фосфорилирован-
ной активной формы связана, по-видимому, 
с тем клеточным микроокружением и тем ци-
токиновым профилем, который характерен для 
больных аллергической БА. Речь идет, прежде 
всего, об IL-4 и тех клетках, которые его осво-
бождают, в частности, эозинофилах, базофилах 
и Th2-лимфоцитах [4, 6]. 

Любопытно, что экспрессия pSTAT6 в лим-
фоцитах периферической крови остается су-
щественно повышенной (в 2 раза) даже в фазе 
ремиссии заболевания. Вероятно, именно это 
объясняет, что индекс pSTAT6/STAT6, который 
значительно повышен в фазе обострения забо-
левания, полностью не восстанавливается в фазе 
ремиссии.

Выявленная нами существенная корреля-
ция уровня экспрессии STAT6 с уровнем об-
щего IgE отражает, по-видимому, роль этого 
транскрипционного фактора в реализации так 
называемой IL-4 сигнализации [7]. Как извест-
но, IL-4 является основным цитокином Th2-
лимфоцитов [4], именно IL-4, наряду с IL-13, 
повышает синтез IgE, переключая дифференци-
ровку Th0 в Th2.

Весьма важным фактом является обнаруже-
ние нами существенной обратной корреляци-
онной связи между ОФВ1 и уровнем экспрессии 
STAT6 в лимфоцитах периферической крови. 
Этот факт не удивителен, учитывая упомянутые 
выше данные о повышенной экспрессии STAT6 
в бронхах [5, 12]. Этот факт может иметь несо-
мненное патогенетическое значение, так как, 
например, дефицит STAT6 у животных при мо-
делировании БА проявлялся в резком снижении 
аллергической реакции вплоть до полного ее от-
сутствия [9, 10]. 

Начатые нами исследования позволяют пред-
полагать, что в развитии аллергической БА одну 
из ключевых ролей может играть изменение 
функционирования одного из компонентов но-
вой сигнальной системы JAK-STAT, а именно: 
повышение экспрессии STAT6 и его активация 
(STAT6 → pSTAT6). 

Учитывая появившиеся данные о разработ-
ке лечебных подходов [14] на основе влияния 
на компоненты системы JAK-STAT при БА, 
в частности на STAT6, можно предполагать, 
что выявленные изменения позволят не только 
выявить новые патогенетические механизмы, 
но и создать условия для дальнейшей индивидуа-
лизации лечебного подхода.

Учитывая гетерогенность сигнальных систем, 
в том числе и на уровне транскрипционных фак-
торов, а также важность негативной регуляции 
внутри отдельных сигнальных систем [18], плани-
руется продолжить как исследования параллель-
ных транскрипционных факторов (в частности 
STAT4, GATA3), так и компонентов негативной 
регуляции (SOCS) [8] при БА. 
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