
177

Оригинальные статьиМедицинская Иммунология
2009, Т. 11, № 2-3, стр. 177-184
© 2009, СПб РО РААКИ
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Резюме. Цель исследования – изучить уровни STAT6 и pSTAT6 в условиях влия-
ния IL-4 у больных бронхиальной астмой (БА). Обследовано 10 практически здоровых лиц  
и 33 больных аллергической и неаллергической БА различной степени тяжести. Для активации при-
меняли IL-4 (Sigma Aldrich, США) в концентрации 10 нг/мл в течение 1 ч. Применяли методику 
Western blotting в соответствии со стандартным протоколом (Amersham) с использованием соответ-
ствующих антител: анти-STAT6, анти-pSTAT6 (Cell Signaling). Уровень белка стандартизировали по 
β-актину (Cell Signaling, USA). В условиях активации IL-4 выявлено нарастание уровня активиро-
ванного pSTAT6 (фосфорилированной формы) в лимфоцитах периферической крови у больных БА 
во всех группах, более выраженное при аллергической, нежели при неаллергической БА. Уровни 
экспрессии STAT6 в лимфоцитах периферической крови у больных с тяжелым течением БА были  
достоверно выше, чем при среднетяжелой БА. Выявлено активирующее влияние IL-4 на уровень 
транскрипционного фактора рSTAT6, наиболее выраженное при аллергической форме БА. Уровень 
транскрипционного фактора STAT6 может служить показателем тяжести заболевания. Работа в 2008 
году поддержана грантом по итогам конкурса научных работ молодых ученых СПбГМУ им. акад. 
И.П. Павлова на «Стипендию года» за 2007 год.
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BLOOD LYMPHOCYTES IN BRONCHIAL ASTHMA
Abstract. The aim of the study is to specify the levels of STAT6, and phospho-STAT6 under the influence 

of IL-4 in patients with bronchial asthma (BA). The samples from ten healthy controls and thirty-three BA 
patients with allergic and non-allergic clinical forms of different severity were under investigation. Peripheral 
blood lymphocytes were treated with 10 ng/ml of IL-4 (Sigma Aldrich, USA) for 1 h. Then the proteins (STAT6 
and phospho-STAT6) expressed in peripheral lymphocytes were analyzed by Western blot of cell lysates. 
Preparation of the cell lysates and Western blotting were carried out using standard procedures. Antibodies 
against phospho-STAT6 and STAT6 (10 ng/ml) were used (Cell Signaling, USA). Levels of thespecific proteins 
were standardized according to β-actin (Cell Signaling, USA). Treatment with IL-4 caused an increase of 
phospho-STAT6 levels in lymphocytes of all BA patients, as compared with control group. In allergic BA, 
the phospho-STAT6 levels were significantly higher than in non-allergic clinical forms. Expression of STAT6 
in lymphocytes of patients with severe BA was significantly higher, as compared to BA of moderate severity. 

An IL-4-induced activation of the STAT6 transcription 
factor was revealed in an in vitro system, being mostly 
expressed in allergic BA. The level of STAT6 may serve 
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Введение
Прошло уже более десяти лет с тех пор, 

как Darnell J.E. с соавторами [11] выделили 
первый представитель семейства STAT бел-
ков JAK - STAT - системы (Janus Kinases – Signal 
Transducer and Activator of Transcription), однако 
до настоящего времени остается еще много во-
просов в понимании роли этой системы в фор-
мировании бронхиальной астмы (БА) и функци-
онировании цитокиновой сигнализации.

Известно, что активация JAK-STAT сигналь-
ного пути при формировании Th2-иммунного 
ответа запускается с помощью IL-4 (рис. 1) 
[22, 25]. В результате связывания IL-4 и/или IL - 13 
с трансмембранным рецептором, состоящим 
из лиганд-специфичной IL-4Rα-цепи и γ-цепи 
(γС), происходит его олигомеризация и последу-

ющая активация с внутренней стороны мембраны 
Янус-киназ JAK1 и JAK3, которые фосфорили-
руют STAT6-мономер (неактивный белок), пре-
вращая его в pSTAT6-димер (активный белок), 
который затем транслоцируется в ядро, участвуя 
в транскрипции.

При этом активация STAT6 оказывается, 
по нашему мнению [5] и мнению ряда авторов 
[8, 14, 15, 19, 21, 23], ключевым звеном в данном 
сигнальном каскаде. Так, нами ранее [5] было 
выявлено повышение экспрессии STAT6, а также 
повышенный уровень активной (фосфорилиро-
ванной) формы его (pSTAT6) в лимфоцитах пе-
риферической крови больных аллергической БА.

Цель данного исследования – изучение регу-
ляторного влияния IL-4 на выраженность экс-
прессии STAT6 в лимфоцитах периферической 
крови больных БА.
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Рисунок 1. Дифференцировка Т-лимфоцитов в сторону Th2 под действием IL-4 (Pernis A.B., Rothman P.B. JAK-STAT 
signaling in asthma // J. Clin. Invest. – 2002. – Vol. 109, N 10. – P. 1279-1283)
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Материалы и методы
Работу проводили на базе лаборатории «Вну-

триклеточной сигнализации и транспорта» (руко-
водитель – академик РАН, профессор Н.Н. Ни-
кольский) Научно-исследовательского института 
цитологии РАН. 

Обследовали 10 практически здоровых лиц 
и 33 больных БА с различной тяжестью тече-
ния. Все обследованные больные БА нахо-
дились на лечении в клинике госпитальной 
терапии им. акад. М.В. Черноруцкого Санкт-
Петербургского государственного медицинского 
университета им. акад. И.П. Павлова. 

Всем больным проводили комплексное 
клинико-лабораторное и инструментальное об-
следование, включавшее общеклинические ме-
тоды, цитологический и бактериологический 
анализ мокроты или промывных вод бронхов, 
а также, по показаниям, бронхоскопическое, 
аллергологическое и микологическое, гормо-
нальные исследования. В каждой обследованной 
группе проводили исследование функции внеш-
него дыхания. 

Диагноз БА устанавливали в соответствии 
с классификацией и критериями международ-
ного консенсуса по вопросам диагностики и ле-
чения БА (Global Initiative of Asthma – GINA, 
2006). Комплекс лечебных мероприятий у боль-
ных БА полностью соответствовал варианту за-
болевания. Больные получали медикаментозную 
терапию в соответствии со стандартами лечения 
(GINA, 2006). 

Методика подробно описана ранее [1, 5]. Ак-
тивацию лимфоцитов проводили добавлением 
10 нг/мл IL-4 (Sigma Aldrich, США) в СО2 - инку-
баторе в течение 60 мин. После окончания инку-
бации лимфоциты помещали на лед и все даль-
нейшие процедуры проводили при +4 °С. 

Статистическую обработку результатов ис-
следований проводили с помощью программы 
«Excel 7» и статистического пакета «Statistica 6» 
с использованием методов и критериев непара-
метрической статистики при малом значении 
n (числа наблюдений): критерия Вилкоксона–
Манна–Уитни, коэффициента корреляции 
Спирмана и т.д. Заключение 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
Уровни экспрессии STAT6 в лимфоцитах пе-

риферической крови больных БА существенно 
выше по сравнению с уровнем у практически 
здоровых лиц (табл. 1-3). В условиях инкубации 
с IL-4 отмечалась тенденция к снижению как 
в контрольной группе, так и при аллергической 
БА (табл. 1) уровня экспрессии STAT6.

Активация сигнального пути при действии 
IL-4 приводила к существенному нарастанию 
фосфорилированной формы (активной) pSTAT6, 
которое было наиболее выражено при аллергиче-
ской БА (табл. 1) в сравнении с неаллергической 
(табл. 2).

При анализе изменений исследуемого транс-
крипционного фактора в динамике обострения 
(табл. 3) было выявлено существенное нарастание 
как уровня экспрессии STAT6, так и его активной 
формы pSTAT6 к окончанию обострения. В то же 
время в условиях активации IL-4 статистически 
значимого нарастания pSTAT6 не выявлено. 

С целью интегральной характеристики 
нами проведена сравнительная оценка уровней  

Таблица 1. УРовни STAT6 и pSTAT6 У пРакТически зДоРовых лиц и У больных аллеРгической ба 
(инТегРиРованная плоТносТь по оТношению к β-акТинУ, пРоценТили: 25-й, 75-й) в обслеДованных 
гРУппах

Транскрипционный 
фактор

Контрольная группа
(n = 10)

Больные аллергической БА
(n = 6)

Среднее 
значение 

Процентили Среднее 
значение

Процентили
25-й 75-й 25-й 75-й

STAT6 0,007 0,0008 0,018 0,85* 0,298 1,33
STAT6 в условиях актива-
ции IL-4 0,003 0,001 0,004 0,78 0,17 1,21

pSTAT6 0,004 0,001 0,007 1,47 0,66 2,45
pSTAT6 в условиях актива-
ции IL-4 0,082** 0,01 0,2 5,87*; ** 4,8 6,91

Примечание. * – значимость (критерий Вилкоксона–Манна–Уитни для несвязанных совокупностей) (p < 0,05) – сравнение 
с контрольной группой; ** – значимость (критерий Вилкоксона для связанных совокупностей) – сравнение с исходным 
уровнем (в отсутствие IL-4).
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активной (фосфорилированной) pSTAT6 и экс-
прессии неактивной STAT6 форм изучаемого 
транскрипционного фактора (рис. 4).

Как видно из рисунка 4, исходные значения 
данного индекса pSTAT6/STAT6 уменьшаются 
при нарастании тяжести заболевания, в то время 
как индуцированные IL-4, наоборот, нарастают 
по мере утяжеления заболевания.

С целью оценки влияния системных глюко-
кортикоидов на активность STAT6 был проведен 
корреляционный анализ между уровнями актив-
ной формы транскрипционного фактора STAT6 
(pSTAT6) и дозами вводимых парентеральных 
глюкокортикоидов: выявлена отрицательная 
корреляционная связь r = -0,55; p = 0,003; n = 27. 
При этом следует отметить, что данная корреля-
ционная связь при действии IL-4 сохранялась, но 
заметно ослабевала: r = -0,46; p = 0,017; n = 27.

Еще одна существенная отрицательная кор-
реляционная связь (r = -0,39; p = 0,048; n = 27)  
выявлена при сравнении ОФВ1 и уровня экс-
прессии STAT6 в лимфоцитах периферической 
крови. После бронхолитического теста данная 
корреляционная связь становится более выра-
женной: r = -0,44; p = 0,023; n = 27.

Вполне закономерно наличие еще одной кор-
реляционной связи, характеризующей тяжесть 
течения БА: нами выявлена отрицательная кор-
реляционная связь (r = -0,55; p = 0,004; n = 27) 
между ОФВ1 и дозой вводимых парентеральных 
глюкокортикоидов, что свидетельствует о нарас-
тании потребности в системных глюкокортикои-
дах при утяжелении заболевания и нарастании 
бронхиальной обструкции. При этом после брон-
холитического теста данная корреляционная 
связь становится менее выраженной: r = -0,44; 
p = 0,026; n = 27.

Таблица 2. УРовни STAT6 и pSTAT6 У больных с неаллеРгической бРонхиальной асТмой 
(инТегРиРованная плоТносТь по оТношению к β-акТинУ, пРоценТили: 25-й, 75-й) в зависимосТи  
оТ ТяжесТи Течения

Транскрипционный 
фактор

Течение средней тяжести
(n = 10)

Тяжелое течение
(n = 11)

Среднее 
значение

Процентили Среднее 
значение

Процентили

25-й 75-й 25-й 75-й

STAT6 0,13* 0,014 0,29 0,77*; ** 0,62 1,1

STAT6 в условиях актива-
ции IL-4 0,14 0,004 0,3 0,4 0,007 0,63

pSTAT6 0,13 0,025 0,11 0,31 0,03 0,68

pSTAT6 в условиях актива-
ции IL-4 0,52*** 0,21 0,73 0,9**; *** 0,7 1,22

Примечание. * – значимость (критерий Вилкоксона–Манна–Уитни для несвязанных совокупностей) (p < 0,05) – сравнение 
с контрольной группой; ** – значимость (критерий Вилкоксона–Манна–Уитни для несвязанных совокупностей) (p < 0,05) – 
сравнение со средней тяжестью; *** – значимость (критерий Вилкоксона для связанных совокупностей) – сравнение 
с исходным уровнем (в отсутствие IL-4).

Таблица 3. Динамика изменений STAT6 и pSTAT6 в хоДе обосТРения У больных с неаллеРгической 
бРонхиальной асТмой (инТегРиРованная плоТносТь по оТношению к β-акТинУ, пРоценТили:  
25-й, 75-й) в обслеДованных гРУппах

Транскрипционный 
фактор

Начало обострения Окончание обострения

Среднее 
значение

Процентили Среднее 
значение

Процентили

25-й 75-й 25-й 75-й

STAT6 0,22 0,005 0,31 0,79* 0,65 0,88

STAT6 в условиях актива-
ции IL-4

0,38 0,002 0,61 0,6** 0,55 0,65

pSTAT6 0,004 0,001 0,0054 0,24* 0,03 0,44

pSTAT6 в условиях актива-
ции IL-4 0,49** 0,17 0,67 0,86**

* р = 0,07 0,7 0,92

Примечание. * – значимость (критерий Вилкоксона для связанных совокупностей) (p < 0,05) – сравнение с началом 
обострения, ** – значимость (критерий Вилкоксона для связанных совокупностей) – сравнение с исходным уровнем 
(в отсутствие IL-4).
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Обсуждение
Полученные нами данные являются суще-

ственными, на наш взгляд, в обсуждении двух 
важных вопросов: выяснение механизмов утя-
желения течения БА и роли транскрипционных 
факторов в формировании патологического про-
цесса.

Ранее нами [5] было показано повышение 
экспрессии транскрипционного фактора STAT6 
в лимфоцитах периферической крови больных 
аллергической БА, что согласуется с полученны-
ми данными в настоящем исследовании, свиде-
тельствующими о повышении экспрессии STAT6 
во всех обследованных группах больных БА, 
наиболее выраженном при аллергической БА,  
и с данными литературы о повышенной актив-
ности IL-4 сигнализации при аллергической па-
тологии, и, в частности, указанного выше транс-
крипционного фактора [9, 17, 24]. 

В частности, при иммуногистохимическом ис-
следовании ткани бронхов больных БА [9] опре-
делялось более высокое содержание клеток, экс-
прессирующих STAT6 у больных с аллергической 
БА в сравнении с неаллергической астмой.

Примечательно, что лимфоциты перифериче-
ской крови больных с тяжелой БА характеризо-
вались более выраженной исходной экспресси-
ей STAT6, чем больных БА с течением средней  
тяжести, что, по-видимому, может играть важ-
ную роль для оценки механизмов утяжеления БА.  
Ранее [18] в исследовании бронхиального эпите-
лия больных БА был выявлен более высокий уро-
вень экспрессии STAT6 у больных с тяжелой БА, 
которые получали ингаляционные и перораль-
ные глюкокортикостероиды, однако подобных 
исследований на лимфоцитах периферической 
крови не проводилось.

В этой связи представляют интерес выявлен-
ные нами отрицательные корреляционные связи 
между уровнем экспрессии STAT6 в лимфоцитах 
периферической крови и ОФВ1 [16]; уровнем 
рSTAT6 и дозой системных глюкокортикостеро-
идов; ОФВ1 и дозой системных глюкокортико-
стероидов. Таким образом, исходная экспрессия 
транскрипционного фактора STAT6 в лимфоци-
тах периферической крови больных БА может 
являться важным конститутивным показателем 
в патогенезе и определении степени тяжести  
заболевания. 

Рисунок 3. Western blotting анализ с использованием антител к STAT6 и pSTAT6 в группе больных бронхиальной 
астмой при обострении

STAT6

Больной К. Больной Я.
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U UMM K IL-4 IL-12 K IL-4 IL-12 K IL-4 IL-4IL-12 IL-12
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pSTAT6
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Рисунок 2. Western blotting анализ с использованием антител к STAT6 и pSTAT6 в группе больных  
бронхиальной астмой



182

Минеев В.Н., Сорокина Л.Н., Нёма М.А. Медицинская Иммунология

Тем более, на наш взгляд, важным является ис-
следование данного транскрипционного фактора 
в условиях его активации IL-4 как ключевого ци-
токина в развитии аллергического иммунного от-
вета. Так, IL-4, как хорошо известно, имеет уни-
кальное свойство определять дифференцировку 
Th0-лимфоцитов, имеющих рецепторы к дан-
ному цитокину, в Th2-лимфоциты, которые ха-
рактеризуются способностью к продукции соот-
ветствующих цитокинов IL-4, IL-5, IL-9 и IL - 13. 
При инкубации Т-лимфоцитов человека in vitro 
c IL-4 образуется Th2-подобный клон лимфо-
цитов. Дальнейшее развитие аллергического 
воспаления [6], характеризующегося индукцией 
В-лимфоцитов к синтезу IgE, регуляцией рецеп-
торов к IgE (низкоафинные на В-лимфоцитах, 
макрофагах и высокоафинные на тучных клет-
ках и базофилах), также усиливается воздействи-
ем IL-4. В результате происходит IgE-зависимая 
активация тучных клеток. Кроме того, IL-4  
индуцирует экспрессию муцина, приводя к гипер-
секреции слизи и повышению обструкции брон-
хов; повышает экспрессию эотаксина и других 
провоспалительных цитокинов в фибробластах, 
что оказывается решающим в ремоделировании 
бронхов при длительном течении БА. Индуцируя 
молекулы адгезии к эндотелию (VCAM-1), IL-4 
обеспечивает миграцию Т-лимфоцитов, моноци-
тов, базофилов и эозинофилов в очаг воспаления. 
И, наконец, показано, что, воздействуя на ак-
тивированные Т-лимфоциты, В-лимфоциты,  
эозинофилы, IL-4 способен ингибировать про-
цесс апоптоза, что обеспечивает длительную пер-
систенцию клеток воспаления, удлиняя суще-
ствование патологического процесса [10, 26].

Итак, нами показано, что эффект IL-4 был 
статистически значимым во всех обследованных 
группах и проявлялся в существенном нарастании 

активной фосфорилированной формы рSTAT6 
в лимфоцитах периферической крови боль-
ных БА. Следует отметить также, что максималь-
ной активация данного сигнального пути была 
в лимфоцитах больных аллергической БА, что 
согласуется с данными литературы [12, 18, 27].

Примечательно, что в условиях активации 
IL-4 введенный нами [5] интегральный индекс 
pSTAT6/STAT6 приобретает практическую зна-
чимость в рамках оценки тяжести течения забо-
левания, поскольку (рис. 4) его значения нарас-
тают с утяжелением течения БА. 

Еще один важный аспект, на котором сле-
дует остановиться подробнее, это анализ ин-
дукции IL-4 в условиях обострения БА. Следует 
отметить (табл. 3), что в динамике обострения 
(к концу обострения) бронхиальной астмы от-
мечалось не уменьшение, а нарастание экспрес-
сии STAT6. Данный факт может быть объяснен 
эффектом больших доз системных глюкокорти-
коидов, применявшихся у обследованных боль-
ных в связи с началом обострения. Как извест-
но, в T-лимфоцитах крови [Armelle Biola] между 
глюкокортикоидами (GC) и  IL-4 сигнализаци-
ей существует взаимодействие и взаимовлияние 
[7, 20]. Так, в эксперименте было показано [7], 
что дексаметазон может ингибировать пролифе-
рацию Т-лимфоцитов и, наоборот, воздействие 
IL-4 приводит к торможению индуцированного 
глюкокортикоидами апоптоза. 

В этой связи является объяснимым факт 
уменьшения выраженности обнаруженной нами 
существенной обратной корреляционной связи 
между дозой парентеральных глюкокортикосте-
роидов и уровнем рSTAT6 в лимфоцитах перифе-
рической крови в присутствии IL-4. 

Проведенные нами исследования позволяют 
сделать следующие выводы:

выявлено активирующее влияние IL-4 на 1) 
уровень транскрипционного фактора рSTAT6, 
наиболее выраженное при аллергической БА;

уровень транскрипционного фактора STAT6 2) 
может служить показателем тяжести заболевания;

аллергическая БА характеризуется макси-3) 
мальной степенью активации рSTAT6.

Таким образом, нами выявленные осо-
бенности влияния IL-4 на активность транс-
крипционного фактора STAT6, связанные 
с клинико-патогенетическими особенностями 
БА. В даль ней шем планируется сопоставить по-
лученные данные по фактору STAT6 с рядом 
других транскрипционных факторов, таких как 
GATA3-связывающихся белков, T-bet.

Работа в 2008 году поддержана грантом по 
итогам конкурса научных работ молодых ученых 
СПбГМУ им. акад. И.П. Павлова на «Стипендию 
года» за 2007 год.
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Рисунок 4. изменение значений индекса pSTAT6/STAT6 
в зависимости от тяжести ба
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