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Краткие сообщения

Введение
Хроническое воспаление – это патологи-

ческий процесс, возникающий на фоне недо-

статочной интенсивности иммунного ответа, 
то есть хроническое воспаление всегда приво-
дит к развитию иммунодефицитного состоя-
ния и нарушению процессов репарации [5, 6]. 
Следовательно, иммунные механизмы играют 
ключевую роль в патогенезе хронического вос-
паления [7]. При возникновении воспаления 
цитокиновая сеть регуляции иммунной систе-
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мы является наиболее уязвимой точкой прило-
жения в патологическом процессе. При любом 
хроническом течении воспаления основную 
роль играют макрофаги и лимфоциты, поэто-
му последнее обозначают как мононуклеарно-
инфильтративное [3, 4, 7]. Цитокины, выде-
ляемые при макрофагально-лимфоцитарной 
инфильтрации, взаимно активируют эти клет-
ки, создавая порочный круг, который поддер-
живает возникшую воспалительную реакцию. 
Важнейшую роль в этом играют γ-интерферон 
(IFNγ) и интерлейкин-4 (IL-4). При этом IFNγ 
регулирует клеточно-опосредованный иммун-
ный ответ, а IL-4 и IL-10 – гуморальный [8]. 
При этом надо отметить, что цитокиновый ка-
скад находится в организме в динамическом 
состоянии и в зависимости от фазы течения 
болезни меняет свои показатели, которые че-
рез клетки иммунной системы воздействуют 
на дыхательную систему и на весь организм 
в целом.

Бронхиальная астма (БА) – одно из наи-
более распространенных хронических не-
специфических заболеваний легких и может 
служить «моделью» формирования дефекта 
регуляторной сети на уровне взаимодействия 
IFNγ и IL-4 [1, 2]. Патогенез аллергических 
заболеваний, в частности БА, очень сложен. 
В формировании иммунного ответа воспале-
ния бронхов участвуют иммунные реакции 1, 3 
и 4 типов, но чаще других ведущую роль играет 
механизм 1 типа реакции. Определение выра-
ботки цитокинов мононуклеарами перифери-
ческой крови (МНПК) при стимуляции in vitro 
является более адекватным по сравнению 
с определением плазменного уровня цитоки-
нов [8]. При активации in vitro такими аген-
тами, как фитогемагглютинин (PHА) и бак-
териальный липополисахарид (LPS), МНПК 
секретируют в культурную среду целый спектр 
провоспалительных цитокинов. Выраженная 
спонтанная продукция цитокинов МНПК 
свидетельствует о том, что клетки уже акти-
вированы in vivo либо in vitro в результате ме-
тодических манипуляций. Индуцированная 
продукция цитокинов позволяет оценить по-
тенциальные возможности активации клеток.

Материалы и методы
Нами было проведено исследование спонтан-

ной и индуцированной стандартными митогенами 

(PHА и LPS E. coli) продукции IFNγ, IL-4, IL-1b  
и IL-10 в супернатантах цельной крови. Также 
были рассчитаны коэффициенты соотношения 
их выработки у условно здоровых лиц и у больных 
БА легкой степени тяжести в стадии обострения 
и в стадии ремиссии. Группа условно здоровых лиц 
была сформирована врачом-терапевтом во вре-
мя проведения углубленного профилактическо-
го осмотра, включающего консультацию врача 
аллерголога-иммунолога. В эту группу вошли 
16 условно здоровых лиц, не имеющих на момент 
исследования острой и хронической патологии 
в анамнезе. В группу больных БА легкой степени 
тяжести смешанной формы (инфекционно-зави-
симой и аллергической) вошли 44 человека в воз-
расте от 18 до 40 лет, из которых 30 человек были 
в стадии обострения, а 14 человек в стадии ремис-
сии. Диагноз был подтвержден врачом аллерго-
логом-иммунологом на основании клинических, 
лабораторных и инструментальных исследований.

Для исследования спонтанной и индуциро-
ванной митогенами продукции IFNγ, IL-4, IL-1b  
и IL-10 (контрольные группы) кровь брали из лок-
тевой вены в две стерильные силиконовые про-
бирки с гепарином (150 ед/мл), разводили (1:5) 
стерильной средой RPMI 1640 («Sigma») c добав-
лением 2 мл L-глутамина («Sigma») и 80 мкг/мл  
гентамицина.

Для спонтанной продукции цитокинов в лун-
ки 24-луночного планшета вносились по 1 мл сре-
ды RPMI 1640 с добавлением 2 мл L-глутамина 
(«Sigma»), 80 мкг/мл гентамицина и 1 мл разве-
денной в 5 раз крови.

Для PHА-индуцированной продукции цито-
кинов в лунки планшета вносились по 1 мл ра-
бочего раствора PHА («DIFCO») и 1 мл разведен-
ной в 5 раз крови (конечная концентрация PHА 
50 мкг/мл).

Для LPS-индуцированной продукции цито-
кинов в лунки планшета вносились по 1 мл ра-
бочего раствора LPS E. coli («Sigma») и 1 мл раз-
веденной в 5 раз крови (конечная концентрация 
LPS E. coli 30 мкг/мл).

Планшеты с исследуемыми образцами культи-
вировали при 37°С и 5% СО2 в СО2-инкубаторе. 
По прошествии времени инкубации супернатан-
ты отбирали для исследования на наличие цито-
кинов.

Для определения спонтанной и митоген-ин-
дуцированной продукции цитокинов в супер-
натантах были использованы тест-системы для 
иммуноферментного анализа «ИФА–IFNγ», 
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Таблица 1. СпонТанная и индуцированная продукция IFNγ  
и СооТношения уровней СпонТанной и индуцированной продукции  
in vitro в цельной крови у больных бронхиальной аСТмой  
в СТадии ремиССии и обоСТрения

Показатели

Продукция IFNγ  
в группах обследованных

БА,  
фаза обострения 

n = 30

БА,  
фаза ремиссии  

n = 14

условно здоровые  
n = 16

Спонтанная продукция  
IFNγ, пг/мл 550,7±173,85 566,8±144,1 434,38±142

PHA индуцированная  
продукция IFNγ, пг/мл 6633,8±849 6619,55±728,2 7349,81±1003

ИС (отношение PHA  
индуцированной продукции 
IFNγ к спонтанной продукции 
IFNγ)

12±4,9* 41,91±15,63 45,65±10,3

LPS индуцированная  
продукция IFNγ, пг/мл 899,94±734* 1726±831,94 5132,82±1102,04

ИС (соотношение LPS  
индуцированной продукции 
IFNγ к спонтанной продукции 
IFNγ)

1,63±4,24 1,93±0,58 3,42±0,47

Примечание: * – достоверность отличий показателей группы БА в стадии обострения от показателей условно здоровых 
(p< 0,05) (соотношение подсчитано с учетом индивидуальных показателей).

Таблица 2. СпонТанная и индуцированная продукция IL-1b  
и СооТношения уровней СпонТанной и индуцированной продукции  
in vitro в цельной крови у больных бронхиальной аСТмой  
в СТадии ремиССии и обоСТрения

Показатели

Продукция IL-1b  
в группах обследованных

БА,  
фаза обострения 

n = 30

БА,  
фаза ремиссии 

n = 14

условно здоровые 
n = 16

Спонтанная продукция  
IL-1b, пг/мл 259,78±56,6 480,58±81,22* 377,17±77,44

PHA индуцированная  
продукция IL-1b, пг/мл 387,1±57,7 496,91±103,81 442,54±101

ИС (отношение PHA  
индуцированной продукции 
IL-1b к спонтанной продукции 
IL-1b)

1,49±1,01 3,45±1,68 1,35±0,1

LPS индуцированная  
продукция IL-1b, пг/мл 413±76,11 569,16±98,29 616,5±82,86

ИС (отношение LPS  
индуцированной продукции  
IL-1b к спонтанной продукции 
IL-1b)

1,59±1,34 1,29±0,09 1,59±0,08

Примечание: *– достоверность отличий показателей больных БА в стадии обострения в сравнении с показателями 
больных БА в стадии ремиссии (p < 0,05) (соотношение подсчитано с учетом индивидуальных показателей).
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Таблица 3. СпонТанная и индуцированная продукция IL-4  
и СооТношения уровней СпонТанной и индуцированной продукции  
in vitro в цельной крови у больных бронхиальной аСТмой  
в СТадии ремиССии и обоСТрения

Показатели

Продукция IL-4  
в группах обследованных

БА,  
фаза обострения 

n = 30

БА,  
фаза ремиссии  

n = 14

условно здоровые  
n = 16

Спонтанная продукция  
IL-4, пг/мл 9,56±1,4 **,* 59,16±3,96 20,12±5,65

PHA индуцированная  
продукция IL-4, пг/мл 9,67±1,25**,* 85,52±11,03 35,58±7,5

ИС (отношение PHA  
индуцированной продукции IL-4 
к спонтанной продукции IL-4)

1,01±0,81 1,4±0,13 5,98±2,31

LPS индуцированная  
продукция IL-4, пг/мл 10,44±4,91* 68,44±6,76 24,83±6,83

ИС (отношение LPS  
индуцированной продукции IL-4 
к спонтанной продукции IL-4)

1,09±3,5 1,23±0,19 4,6±1,61

Примечания: * – достоверность отличий показателей больных БА в стадии обострения от показателей больных БА в стадии 
ремиссии; ** – достоверность отличий показателей группы БА в стадии обострения от показателей условно здоровых  
(p < 0,05) (соотношение подсчитано с учетом индивидуальных показателей).

Таблица 4. СпонТанная и индуцированная продукция IL-10  
и СооТношения уровней СпонТанной и индуцированной продукции  
in vitro в цельной крови у больных бронхиальной аСТмой  
в СТадии ремиССии и обоСТрения

Показатели

Продукция IL-10  
в группах обследованных

БА,  
фаза обострения 

n = 30

БА,  
фаза ремиссии 

n = 14

 условно здоровые 
n = 16

Спонтанная продукция IL-10,  
пг/мл 183,26±22,97**,* 40,18±6,89 43,97±9,86

PHA индуцированная  
продукция IL-10, пг/мл 568,9±0,29**,* 45,83±15,27 136,1±26,09

ИС (отношение PHA  
индуцированной продукции IL-10 
к спонтанной продукции IL-10)

3,1±0,01** 1,6±0,57 25,17±12

LPS индуцированная продукция 
IL-10, пг/мл 328,55±96,8**,* 112,58±20,93 83,35±11,42

ИС (отношение LPS  
индуцированной продукции IL-10 
к спонтанной продукции IL-10)

1,79±4,2 5,98±1,91 2,65±0,53

Примечания: * – достоверность отличий показателей больных БА в стадии обострения от показателей больных БА в стадии 
ремиссии; ** – достоверность отличий показателей группы БА в стадии обострения от показателей условно здоровых  
(p < 0,05) (соотношение подсчитано с учетом индивидуальных показателей).



497

2007, Т. 9, № 4-5 Каскад цитокинов у больных бронхиальной астмой

«ИФА–IL-4», «ИФА–IL-1b», «ИФА–IL-10» 
(ООО «Цитокин», Санкт-Петербург), согласно 
прилагаемой инструкции снимали полученные 
оптические плотности на иммуноферментном 
анализаторе «Antos 2020» (Италия). Расчеты ко-
личества цитокинов проводили путем построения 
калибровочной кривой с помощью компьютер-
ной программы. Количество выражали в пг/мл.  
После оценки концентрации спонтанных и ин-
дуцированных цитокинов рассчитывали ряд ин-
дексов. Первый индекс стимуляции митогенами 
(ИС) высчитывали как соотношение показателей 
индуцированного LPS или PHA тестов к спон-
танным тестам.

При статистической обработке иммуноло-
гических данных использовались параметриче-
ские методы Стьюдента с определением средней 
арифметической (М), ошибки средней арифме-
тической (m), переменной Стьюдента t с оценкой 
достоверности по критерию значимости P. Разли-
чия между группами признавались достоверны-
ми при Р > 95% ( p < 0,05).

Результаты и обсуждение
Как видно из таблицы 1, продукция клетка-

ми IFNγ при БА как в стадии обострения, так 
и в стадии ремиссии практически однотип-
ны. В группе условно здоровых лиц выработка 
клетками IFNγ ниже, чем в группе больных БА, 
но результаты не достигли статистической до-
стоверности.

Исследования продукции IFNγ выявляют 
статистически достоверное снижение PHA-
стимулированной выработки IFNγ у лиц с БА  
в стадии обострения и тенденцию к снижению 
в стадии ремиссии в сравнении с условно здоро-
выми лицами.

При изучении LPS-стимулированной выра-
ботки IFNγ определено достоверное снижение 
в группе БА в стадии обострения в сравнении 
и с группой вне обострения, и с группой условно 
здоровых лиц.

Как видно из таблицы 2, спонтанная продук-
ция провоспалительного цитокина IL-1b сниже-
на в сравнении с условно здоровыми, но разница 
не достигает статистически достоверных резуль-
татов, в то время как спонтанная продукция IL-
1b у больных БА в стадии ремиссии достоверно 
выше, чем в стадии обострения. При определе-
нии индекса соотношения PHA-индуцированной 
и LPS-индуцированной продукции IL-1b индекс 
значительно ниже у лиц БА в стадии обострения, 

чем в стадии ремиссии. Также эти результаты 
ниже в сравнении с условно здоровыми лицами, 
но достоверных результатов не получено.

Как видно из таблицы 3, при анализе спонтан-
ной продукции IL-4 мы отмечаем достоверное сни-
жение у лиц БА в стадии обострения в сравнении 
с БА в стадии ремиссии в пять раз, а в сравнении 
с условно здоровыми – в два раза. Также отмечает-
ся достоверное снижение PHA-индуцированной 
продукции IL-4 при БА в стадии обострения в срав-
нении с БА в стадии ремиссии и с условно здоро-
выми. При анализе LPS-индуцированной продук-
ции IL-4 достоверное снижение при БА в стадии 
обострения отмечается только по сравнению 
со стадией ремиссии, в то время как различия с ус-
ловно здоровыми не наблюдается. При определе-
нии индекса соотношения LPS-индуцированной 
и PHA-индуцированной продукции IL-4 досто-
верных различий не отмечается.

Как видно из таблицы 4, спонтанная продук-
ция IL-10 достоверно выше в стадии обострения 
БА в сравнении с БА в стадии ремиссии и с груп-
пой условно здоровых.

Достоверное повышение уровня IL-10 у боль-
ных БА в стадии обострения получено и при PHA-
индуцированной, и при LPS-индуцированной 
продукции IL-10 в сравнении с двумя другими 
группами.

При подсчете индекса соотношения PHA-
индуцированной продукции IL-10 к спонтанной 
выявлено статистически достоверное снижение 
индекса при БА в обострении в сравнении с ус-
ловно здоровой группой.

Полученные данные показывают, что при 
бронхиальной астме синтез и активация цитоки-
нов зависит от фазы заболевания. В стадии обо-
стрения наблюдается дисбаланс про- и противо-
воспалительных цитокинов с преобладанием 
противовоспалительного IL-10, действие кото-
рого направлено на процесс затухания легочного 
воспаления.
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