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РЕЗЮМЕ

Введение. Сочетанная гиперреактивность дыхательных путей у больных бронхиальной астмой (БА) к 
холодовому и гипоосмотическому стимулам приводит к ухудшению функции внешнего дыхания и кон-
троля над заболеванием по сравнению с больными с изолированной гиперреактивностью к одному из 
стимулов или ее отсутствием, что может быть связано с отеком и гиперсекрецией слизи. 

Цель исследования. Оценка процессов секреции муцинов, экссудации плазмы и окислительного стрес-
са в ответ на дыхание холодным воздухом у больных БА с сочетанной холодовой и гипоосмотической 
реактивностью дыхательных путей на примере слизистой носа. 

Материал и методы. Назальный лаваж брали у 23 больных БА до и после (1 мин, 15 и 30 мин) пробы 
с 5-минутной гипервентиляцией холодным воздухом через нос. Секрецию слизистой носа оценивали по 
содержанию общего белка (ОБ), общих углеводов (ОУ) и муцинов (MUC5AC и MUC5B), экссудацию –  
по уровню α2-макроглобулина (α2-МГ), окислительный стресс – по образованию реагирующих с тиобар-
битуровой кислотой веществ (ТБКРВ) в лаважной жидкости.

Результаты. По результатам бронхопровокационных проб с изокапнической гипервентиляцией холод-
ным воздухом (ИГХВ) и ингаляцией дистиллированной водой (ИДВ) больные были разделены на три 
группы: 1 – без реакции на ИГХВ или ИДВ (n = 6), 2 – с сочетанной гиперреактивностью дыхательных 
путей на оба стимула (падение ОФВ1 на 10% и более) (n = 11), 3 – с изолированной гиперреактивностью 
дыхательных путей на один из этих стимулов (n = 6). В общей группе больных средние уровни ОБ, ОУ, 
α2-МГ и ТБКРВ увеличивались в лаважной жидкости после пробы с холодным воздухом на 63%, 109, 47 
и 68% соответственно, тогда как содержание MUC5AC и MUC5B снижалось на 15 и 20% соответственно. 
Секреция и экссудация слизистой носа были более выраженными у больных группы 2 по сравнению с 
другими группами. Окислительный стресс был менее выражен у больных группы 1. Среди обнаружен-
ных корреляций между реакциями бронхов на ИГХВ/ИДВ и изменениями в содержании биомаркеров в 
лаважной жидкости после пробы с холодным воздухом наибольший интерес представляют две: 1) между 
∆ОФВ1 после ИГХВ и содержанием ОУ на 15 мин (r = –0,65; р = 0,0401) и 30 мин (r = –0,82; р = 0,0034) 
восстановительного периода; 2) между ∆ОФВ1 после ИДВ и изменением α2-МГ на 1 мин после пробы  
(r = –0,67; р = 0,0242). 

Заключение. В соответствии с моделью единого респираторного тракта обнаруженные корреляции 
могут указывать на отрицательные последствия пролонгированной секреции муцинов для реакции брон-
хов на холодовой стимул и усиленную экссудацию плазмы в слизистой как фактор гипоосмотической 
реактивности дыхательных путей. Слизистая носа является перспективной моделью для исследования 
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молекулярных основ процессов секреции, экссудации и окислительного стресса в дыхательных путях  
у больных БА.

Ключевые слова: астма, слизистая носа, секреция, экссудация, окислительный стресс, дыхание 
холодным воздухом.

ВВЕДЕНИЕ
Климатические условия – низкая температура 

и влажность вдыхаемого воздуха – определяют 
сезонность обострения заболевания у больных 
бронхиальной астмой (БА), страдающих, соот-
ветственно, холодовой и осмотической гиперре-
активностью дыхательных путей. На примере бо-
лее 300 больных БА показано, что изолированная 
холодовая гиперреактивность дыхательных путей 
существенно превышает изолированную гипер-
реактивность на гипоосмотический стимул (31% 
против 17%), однако наибольшую долю (34%) в 
исследованной популяции составляют больные с 
сочетанной гиперреактивностью на оба стимула –  
холодовой и гипоосмотический [1]. Необходи-
мость совместного исследования холодовой и 
осмотической гиперреактивностей дыхательных 
путей продиктована их превалированием среди 
больных БА в условиях континентального кли-
мата, а также сходством потенциальных меха-
низмов действия ýтих двух триггеров, опосре-
дованных ионными каналами с транзиторным 
рецепторным потенциалом семейства TRP [2, 3]. 
Потеря влаги дыхательными путями и повышение 
осмолярности также могут обусловливать реак-
ции дыхательных путей на холодный воздух [4]. 

Обструкция дыхательных путей включает бы-
струю реакцию бронхоконстрикции и медленные 
реакции – отек слизистой и гиперсекрецию муци-
нов [5]. Муцины представляют собой гигантские 
молекулы гликопротеинов, в которых углеводная 
часть доминирует над белковой частью. В ды-
хательных путях человека обнаружена ýкспрес-
сия нескольких муцинов, среди которых глав-
ными гель-формирующими муцинами являются 
MUC5AC и MUC5B [6]. Гиперсекреция муцинов 
сопровождает многие заболевания дыхательных 
путей, в том числе и БА [6]. Специфичным пока-
зателем формирования отека и воспаления тка-
ней рассматривают ýкссудацию плазмы, которая, 
в отличие от секреции муцинов, не находится под 
контролем нервных рефлексов в ответ на раздра-
жители [7]. Повышенная проницаемость крове-
носных сосудов и проникновение из кровяного 
русла альбумина и провоспалительных медиато-
ров были связаны с ранними проявлениями ухуд-
шения контроля астмы [8]. 

Ранее мы сообщали о секреции муцинов сли-
зистой носа у больных БА в ответ на гипервен-
тиляцию холодным воздухом [9]. Использование 
слизистой носа представляется нам перспектив-
ной моделью для изучения реакций дыхательных 
путей на различные стимулы благодаря доступ-
ности, лучшей контролируемости при проведении 
процедуры отбора лаважной жидкости по срав-
нению с нижними дыхательными путями, мень-
шим дискомфортом для пациента и существенно 
меньшей опасностью бронхоспазма при проведе-
нии пробы. Несмотря на очевидные отличия сли-
зистой носа от слизистой нижних дыхательных 
путей, респираторный тракт рассматривается как 
единая морфофункциональная система [10]. Сли-
зистая носа уже была использована в качестве 
модели для исследований процессов секреции и 
ýкссудации в дыхательной системе в целом [11], 
а ýпителиальные клетки носовой полости были 
предложены для исследования воспаления ниж-
них дыхательных путей in vitro [12]. Холодный 
воздух является сильным стимулом, чтобы вы-
звать реакцию слизистой носа, и проявляющим 
ýффект как благодаря низкой температуре, так и 
гиперосмолярности [4, 13].

Цель настоящей работы состояла в установ-
лении вклада медленных реакций – гиперсекре-
ции и отека, а также окислительного стресса в 
развитие реактивности дыхательных путей и 
ухудшение контроля болезни у больных БА с 
сочетанной гиперреактивностью на холодовой 
и осмотический стимулы, используя слизистую 
носа в качестве модели. Для ýтого анализировали 
биомаркеры секреции муцинов, ýкссудации плаз-
мы и окислительного стресса до и после дыхания 
холодным воздухом и сравнивали группы боль-
ных с различной реакцией дыхательных путей на 
холодовой и гипоосмотический стимулы.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В исследовании принимали участие 23 боль-

ных БА легкой и умеренной степени тяжести в 
возрасте 21–62 лет (средний возраст (40,6 ± 10,4) 
лет), восемь мужчин и 15 женщин. Холодовую и 
осмотическую гиперреактивность дыхательных 
путей больных БА определяли в ходе изокап-
нической гипервентиляции холодным воздухом 

Бюллетень сибирской медицины. 2017; 16  (2):  146–158



148

(ИГХВ) и ингаляции дистиллированной водой 
(ИДВ) [1]. Пробу ИГХВ проводили путем гипер-
вентиляции в течение 3 мин охлажденной до –20 °С  
воздушной смесью, содержащей 5% СО

2
. Пробу с 

ИДВ проводили с использованием ультразвукового 
ингалятора Thomex L-2 (Польша). Исследование 
включало две последовательные ингаляции (1 – 30 
мл 0,9%-го раствора NaCl, 2 – 30 мл дистиллирован-
ной воды при температуре 37,3 °С) длительностью 
3 мин каждая. Для каждой пробы вентиляционную 
функцию легких тестировали перед началом брон-
хопровокации и после нее на 1- и 5-й мин вос-
становительного периода. Проба считалась поло-
жительной при падении объема форсированного 
выдоха за 1 с (∆ОФВ

1
) на 10% и более от базовой 

величины.
Отбор назальной лаважной жидкости и пробу 

с гипервентиляцией холодным воздухом через нос 
выполняли по процедуре [9]. Пациент вдыхал хо-
лодный воздух в режиме гипервентиляции через 
нос с использованием детской анестезиологиче-
ской маски и выдыхал через рот в течение 5 мин.  
Всем пациентам выполняли забор лаважной жид-
кости из носовой полости до (контроль) и че-
рез 1 мин, 15 и 30 мин после проведения холо-
довой провокации. Перед первичным забором 
лаважной жидкости носовой проход промывали 
не менее трех раз 0,9%-м раствором NaCl при 
температуре (36 ± 3) °C. Назальный лаваж про-
водили с использованием шприца со специаль-
ной силиконовой насадкой. Для ýтого носовую 
полость заполняли 3 или 5 мл 0,9%-го раствора 
NaCl, выдерживали его в течение 1 мин, после 
чего отбирали обратно в шприц и переносили 
в мерную стеклянную пробирку для измерения 
объема извлеченной жидкости. С целью мини-
мизации потерь лаважной жидкости вводимый в 
носовую полость объем 0,9%-го NaCl (3 или 5 мл)  
определяли в ходе предварительной промывки но-
сового прохода. Собранную лаважную жидкость 
интенсивно перемешивали и отбирали 0,5 мл  
в другую пробирку для последующего анали-
за реагирующих с тиобарбитуровой кислотой 
веществ (ТБКРВ). Оставшуюся часть жидкости 
центрифугировали при 2 900 об/мин в течение  
15 мин, отбирали аликвоты супернатанта для 
анализа биомаркеров и хранения. Образцы замо-
раживали и хранили при температуре –20 °C.

Общие углеводы (ОУ) анализировали фе-
нол-серным методом по адаптированной про-
цедуре [14], используя лактозу для построения 
калибровочной кривой. Общий белок (ОБ) опре-
деляли микрометодом Брýдфорд [15], используя 
100 мкл лаважной жидкости и человеческий сы-

вороточный альбумин для построения калибро-
вочной кривой. Содержание ТБКРВ определяли 
по методу [16]. Содержание ТБКРВ выражали в 
ýквивалентном содержании малонового диаль-
дегида (МДА). Содержание муцинов MUC5AC и 
MUC5B определяли методом иммуноферментного 
анализа (ИФА) с использованием коммерческих 
наборов CSB-E10109h и CSB-E11201h (Cusabio 
Biotech Co. Ltd., КНР), а также SEA756Hu и 
SEA684Hu (Cloud-Clone Corp., США). Содержа-
ние α

2
-макроглобулина (α

2
-МГ) определяли мето-

дом ИФА с использованием коммерческого набо-
ра α

2
-Macroglobulin ELISA Kit (Immundiagnostik 

AG, Германия). Поскольку при проведении на-
зального лаважа пациентам вводили разный объ-
ем 0,9%-го NaCl (3 или 5 мл), общее содержание 
биомаркеров в лаважной жидкости рассчитывали 
как произведение концентрации компонента и 
объема извлеченной жидкости. 

Статистический анализ (Statistica 8.0; Micro-
soft Office Excel 2003) выполняли на основе стан-
дартных методов вариационной статистики. Для 
определения уровня статистической значимо-
сти различий использовали парный и непарный 
критерий t Стьюдента, в случаях негауссовых 
распределений – непараметрические критерии 
Колмогорова – Смирнова и Уилкоксона. С це-
лью определения степени связи между двумя слу-
чайными величинами проводили корреляционный 
анализ, рассчитывали коýффициент корреляции 
(r). В работе использованы следующие обозначе-
ния: M – среднее, m – ошибка среднего, n – чис-
ло пациентов в группе; принимали во внимание 
уровни значимости (р) 0,05; 0,01; 0,001. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
По результатам бронхопровокационных проб 

больные БА были разделены на группы: (табл. 1) 
группа 1 – без  реакции  на  холодовой  стимул  
или  ингаляцию дистиллированной водой (n = 6), 
группа 2 – сочетанная гиперреактивность дыха-
тельных путей на оба стимула (ИГХВ и ИДВ) (n = 
11), группа 3 – изолированная гиперреактивность 
дыхательных путей на один из ýтих двух стимулов 
(n = 6). Пациенты с изолированной гиперреактив-
ностью на один из двух стимулов были объединены 
в одну группу из-за малого числа таких пациен-
тов, а также близких клинических характеристик и 
значений параметров функции внешнего дыхания в 
данных популяциях, как показано ранее [1].

В целом пациенты хорошо переносили про-
цедуру пробы с холодным воздухом и сбор на-
зальной лаважной жидкости. Десять пациентов 
сообщали об отсутствии каких-либо негативных 
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симптомов в процессе дыхания холодным воз-
духом через нос или после пробы. Остальные 
пациенты среди негативных симптомов называ-
ли заложенность носа (n = 4), тяжелое дыхание  

(n = 1), кашель и раздражение горла (n = 6), чув-
ство раздражения в носу (n = 5). Объем извле-
ченной лаважной жидкости существенно не раз-
личался между группами больных (см. табл. 1).

Т а б л и ц а  1

Параметры вентиляционной функции легких и реакция бронхов в ответ на ИГХВ и ИДВ по группам больных БА, M ± m

Показатель
Группа 1 
(n = 6) 

Группа 2 
(n = 11) 

Группа 3
(n = 6) 

p

ОФВ
1
, л 3,1 ± 0,39 2,8 ± 0,22 3,2 ± 0,12

p
1-2 

= 0,364
p

1-3 
= 0,735

p
2-3 

= 0,134

ОФВ
1
, % долж. 91,8 ± 3,6 91,8 ± 3,6 102,1 ± 4,0

p
1-2 

= 0,442
p

1-3 
= 0,086

p
2-3 

= 0,054

ОФВ
1
/ЖЕЛ, % долж. 95,8 ± 1,6 95,8 ± 1,6 96,4 ± 1,6

p
1-2 

= 0,061
p

1-3 
= 0,796

p
2-3

=0,049

∆ОФВ
1
 после ИГХВ, % 0,26 ± 1,56 –21,86 ± 4,70 –14,00 ± 6,19

p
1-2 

= 0,003
p

1-3 
= 0,0495

p
2-3 

= 0,327

∆ОФВ
1
 после ИДВ, % –1,91 ± 2,06 –20,00 ± 3,94 –5,17 ± 2,39

p
1-2 

= 0,006
p

1-3 
= 0,326

p
2-3 

= 0,0195

Объем лаважной жидкости, мл:
контроль
1 мин
15 мин
30 мин

4,4 ± 0,2
4,1 ± 0,2
4,3 ± 0,3
4,3 ± 0,2

4,1 ± 0,3
3,8 ± 0,3
3,9 ± 0,3
4,0 ± 0,4

3,9 ± 0,3
4,0 ± 0,1
4,1 ± 0,3
4,3 ± 0,3

Диапазон для четырех точек:
p

1-2 
= 0,64–0,83

p
1-3 

= 0,60–0,87
p

2-3 
= 0,40–0,91

П р и м е ч а н и е. ЖЕЛ – жизненная емкость легких. 

Для оценки секреции и ýкссудации плазмы 
слизистой носа в ответ на дыхание холодным 
воздухом определяли несколько параметров в 
назальной лаважной жидкости: общий белок 
(ОБ), общие углеводы (ОУ) и α

2
-макроглобулин 

(α
2
-МГ) до пробы (контроль) и через 1 мин, 15 

и 30 мин после пробы, индивидуальные муцины 
(MUC5AC и MUC5B) до (контроль) и на 1-й мин 
после пробы. Крупные конгломераты муцинов 
в лаважной жидкости осаждали центрифуги-

рованием, поýтому только растворимые формы 
муцинов присутствовали в анализируемой на-
досадочной жидкости. В результате наборы для 
ИФА в большинстве случаев дали результаты 
для MUC5AC и MUC5B ниже предела их количе-
ственного определения. Поýтому концентрацию 
ýтих муцинов выражали в единицах оптической 
плотности (ОП

450 нм
), а полученные величины их 

содержания носят только сравнительный харак-
тер (табл. 2). 

Т а б л и ц а  2

Содержание маркеров секреции, экссудации и окислительного стресса в назальной лаважной жидкости в ответ на провокацию 
холодным воздухом в общей группе больных (n = 23), М ± m

Показатель ОБ, мкг ОУ, мкг α
2
-МГ, мкг ТБКРВ, мкмоль MUC5AC, у.е. MUC5B, у.е.

Контроль
1 мин
15 мин
30 мин

190,6 ± 25,5
311,5 ± 39,8***

270,6 ± 34,8
310,7 ± 39,3§

33,4 ± 4,0
69,9 ± 14,0***

53,8 ± 8,0***

51,1 ± 8,4**

1,33 ± 0,39
1,96 ± 0,39
1,02 ± 0,27
1,25 ± 0,33

0,95 ± 0,17
1,60 ± 0,28§§§

1,37 ± 0,20§§

1,49 ± 0,21§§

9,68 ± 1,21
8,19 ± 1,15*

–
–

7,28 ± 0,83
5,79 ± 0,67**

–
–

Корреляции (r) 
по ОБ 

–
0,603

р < 0,001
0,582

р < 0,001
0,470

р < 0,001
– –

Корреляции (r) 
по ОУ

0,603
р < 0,001

–
0,276

р < 0,05
0,228

р < 0,05
– –

П р и м е ч а н и е. У.е. – условные единицы, рассчитанные как произведение ОП
450 нм

 и объема лаважной жидкости. § и * – уровни 
значимости различий после пробы с холодным воздухом по сравнению с контролем, рассчитанные по парному t-критерию Стьюдента 
(§) или критерию Уилкоксона (*): § и * – р < 0,05; §§ и ** – р < 0,01; §§§ и *** – р < 0,001. 
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Изменения в содержании ОБ отражают как 
секрецию муцинов, так и ýкссудацию плазмы. Со-
держание ОУ показывает общую секрецию му-
цинов, однако ýкссудация плазмы может также 
вносить свой вклад в ýтот показатель, поскольку 
многие белки плазмы гликозилированы, а кро-
ме того, глюкоза плазмы может присутствовать 
в назальных секретах, если содержание сахара 
в крови превышает определенный порог сли-
зистой для глюкозы [17]. Более специфичными 
биомаркерами процессов секреции и ýкссудации 
являются индивидуальные муцины MUC5AC и 
MUC5B для секреции и компонент плазмы α

2
-МГ 

для ýкссудации. Корреляционный анализ обнару-
жил взаимосвязи между уровнями ОБ и ОУ, с од-
ной стороны, и ОБ и α

2
-МГ, с другой (см. табл. 2). 

Напротив, содержание ОУ было слабо связано с 
содержанием как α

2
-МГ, так и ТБКРВ. Это свиде-

тельствует о том, что динамика содержания ОБ 
отражает как секрецию слизистой муцинов, так и 
ýкссудацию слизистой плазмы, тогда как уровни 
ОУ и α

2
-МГ являются преимущественно показа-

телями секреции и ýкссудации соответственно. 
В общей группе больных уровни ОБ, ОУ и α

2
-

МГ в среднем увеличивались после пробы с хо-
лодным воздухом, тогда как уровни MUC5AC и 
MUC5B снижались. Увеличение α

2
-МГ не было 

статистически достоверным. В течение 30 мин 
после пробы ОБ оставался на высоком уровне, 
а содержание ОУ постепенно снижалось, хотя 
и не достигало исходного уровня через 30 мин. 
Среднее содержание α

2
-МГ снижалось на 15 мин 

после пробы и приближалось к исходному уров-
ню к 30-й мин восстановительного периода. Из-
менение содержания ОУ в назальной жидкости 
сразу после пробы коррелировало с ОФВ

1
 в об-

щей группе больных БА: r = 0,64 (р = 0,0008). 

Исходный уровень ОБ, а также уровень α
2
-МГ в 

назальной жидкости сразу после холодовой про-
бы имели отрицательные корреляции с ∆ОФВ

1
 в 

ответ на ИДВ: r = –0,60 (р = 0,0035) и r = –0,51 
(р = 0,0147) соответственно.

Различия между группами пациентов стати-
стически недостоверны из-за высокой степени 
варьирования содержания биомаркеров между 
пациентами. Среднее содержание ОУ в группе 1 
(без реактивности к холодному воздуху и дис-
тиллированной воде) сразу после пробы с холод-
ным воздухом было выше, чем в других группах. 
Однако в отличие от двух других групп ýто уве-
личение статистически недостоверно по сравне-
нию с исходным уровнем до пробы (рис. 1, а). 
Так же как в общей группе больных, в группе 
2 (сочетанная гиперреактивность к холодному 
воздуху и дистиллированной воде) выявлена по-
ложительная корреляция между ОФВ

1
 и измене-

нием содержания ОУ в назальной жидкости сра-
зу после пробы с холодным воздухом (r = 0,76;  
р = 0,0061). В группе 2 обнаружена отрицатель-
ная корреляция между ∆ОФВ

1
 в ответ на ИГХВ 

и содержанием ОУ на 15-й мин (r = –0,65; р = 
0,0401) и 30-й мин (r = –0,82; р = 0,0034) вос-
становительного периода. В двух других группах 
подобных корреляций не обнаружено.

Повышенную величину среднего содержания 
ОУ в группе 1 сразу после пробы обеспечивали ре-
зультаты для одного больного с необычно высоким 
уровнем углеводов на 1-й мин (см. рис. 1, а). Когда 
результаты для ýтого больного были исключены, 
среднее значение для группы 1 в ýтой точке ста-
ло ниже, чем для группы 2 и сходно с группой 3  
(см. рис. 1, б). Более того, увеличение ОУ в группе 
1 после пробы стало статистически достоверным 
по сравнению с исходным уровнем (см. рис. 1, б).

Рис. 1. Содержание общих углеводов в лаважной жидкости по группам больных до и после пробы с холодным воздухом (а) и то же 
самое за исключением одного больного из группы 1 с крайне высоким значением ОУ (б): линии – средние изменения по группам; 
маркеры – значения для индивидуальных пациентов; § – р < 0,05; §§ – р < 0,01 (увеличение показателя в группе на 1-й мин после 

пробы по сравнению с контролем)
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Рисунок 1. (а) Содержание общих углеводов в лаважной жидкости по группам больных до 
и после пробы с холодным воздухом. (б) То же за исключением одного больного из 
группы 1 с крайне высоким значением ОУ. Линии - средние изменения по группам, 
маркеры – значения для индивидуальных пациентов. § р<0,05; §§ р<0,01 – увеличение 
показателя в группе на 1 мин после ИГХВ по сравнению с контролем. 
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Рисунок 1. (а) Содержание общих углеводов в лаважной жидкости по группам больных до 
и после пробы с холодным воздухом. (б) То же за исключением одного больного из 
группы 1 с крайне высоким значением ОУ. Линии - средние изменения по группам, 
маркеры – значения для индивидуальных пациентов. § р<0,05; §§ р<0,01 – увеличение 
показателя в группе на 1 мин после ИГХВ по сравнению с контролем. 
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Оригинальные статьи

Наибольшие средние значения ОБ отмечены в 
группе 2 (рис. 2). ОФВ

1
 в группе 2 умеренно кор-

релировал с изменениями содержания ОБ после 
пробы (r = 0,62; р = 0,041). У больных группы 3 
∆ОФВ

1
 после ИДВ имели отрицательную корре-

ляцию с изменениями ОБ сразу после холодовой 
пробы (r = –0,89; р = 0,0191), в то время как 
∆ОФВ

1
 после ИГХВ положительно коррелирова-

ли с ýтой величиной (r = 0,82; р = 0,0447). 

Рис. 2. Содержание общего белка в лаважной жидкости по 
группам больных до и после пробы с холодным воздухом. Для 

обозначений см. рис. 1

Изменения концентраций индивидуальных 
муцинов MUC5AC и MUC5B после дыхания хо-
лодным воздухом не связаны с изменениями 
содержания ОУ за несколькими исключениями: 
из 23 человек, включенных в группы, только 7 
пациентов имели более высокую концентрацию 
MUC5AC и 5 – муцина MUC5B после пробы. 
Такие пациенты преимущественно принадлежа-
ли к группе 2 (рис. 3). У всех остальных паци-
ентов концентрация муцинов снижалась или не 
изменялась после дыхания холодным воздухом. В 
среднем для группы 2 отмечено наименьшее сни-
жение обоих муцинов: 3,8 и 5,8% от исходного 
уровня для MUC5AC и MUC5B соответственно. 
Наибольшее снижение наблюдали в группе 1 для 
концентрации MUC5AC (25,3%) и в группе 3 для 
MUC5B (21,6%) (рис. 3). 

Среднее содержание α
2
-МГ в назальной лаваж-

ной жидкости было ниже в группе 1 до и после 
пробы по сравнению с группой 2, увеличивалось 
на 1-й мин после пробы в обеих группах, затем 
снижалось к 15-й мин и мало изменялось до 30-й 
мин (рис. 4). Обнаружено статистически недо-
стоверное увеличение уровня α

2
-МГ сразу после 

ИГХВ в обеих группах. Среднее содержание α
2
-МГ 

для группы 3 изменялось мало в течение 30 мин  
после пробы с холодным воздухом (рис. 4).  

У больных группы 2 величина ΔОФВ
1
 после ИДВ 

имела умеренную отрицательную связь с измене-
нием уровня α

2
-МГ в лаважной жидкости сразу 

после холодовой пробы по сравнению с началь-
ным уровнем: r = –0,67; р = 0,0242.
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Рисунок 2. Содержание общего белка в лаважной жидкости по группам больных до и 
после пробы с холодным воздухом. Для обозначений см. рис. 1. 
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Рисунок 3. Изменение содержания MUC5AC (а) и MUC5B (б) по группам больных до и 
после пробы с холодным воздухом. Гистограммы изображают средние изменения по 
группе, маркеры – изменения для индивидуальных пациентов. 

Рис. 3. Изменение содержания MUC5AC (а) и MUC5B (б) по 
группам больных до и после пробы с холодным воздухом: гисто-
граммы изображают средние изменения по группе, маркеры –  

изменения для индивидуальных пациентов

Рис. 4. Содержание α
2
-МГ в лаважной жидкости по группам 

больных до и после пробы с холодным воздухом. Для обозна-
чений см. рис. 1
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Рисунок 4. Содержание α2-МГ в лаважной жидкости по группам больных до и после 
пробы с холодным воздухом. Для обозначений см. рис. 1. 
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Увеличение содержания ТБКРВ в лаважной 
жидкости после холодовой пробы – общая тен-
денция для всей совокупности пациентов. При 
ýтом уровень ТБКРВ в общей группе был досто-
верно выше как сразу после дыхания холодным 
воздухом, так и на 15- и 30-й мин восстанови-
тельного периода по сравнению с исходным уров-
нем (см. табл. 2). Для групп больных изменения 
среднего содержания ТБКРВ характеризовались 
увеличением сразу после пробы и небольшим по-
следующим снижением в группах 1 и 2 или уве-
личением в группе 3. Статистически достоверное 
увеличение ТБКРВ после пробы с холодным воз-
духом отмечено только в группе 2 (рис. 5). 

Рис. 5. Содержание ТБКРВ в лаважной жидкости по группам 
больных до и после пробы с холодным воздухом. Для обозна-

чений см. рис. 1

ОБСУЖДЕНИЕ
Хотя БА рассматривается как заболевание 

нижних дыхательных путей, многие наблюдения 
свидетельствуют, что верхние дыхательные пути 
также вовлечены в развитие заболевания, тем са-
мым подтверждая модель единого респираторно-
го тракта [10]. Риниты и хронические риносину-
ситы тесно связаны с БА, как показано на основе 
ýпидемиологических, клинических и патофизио- 
логических исследований. Слизистая носа при 
хроническом риносинусите претерпевает изме-
нения, сходные с таковыми в слизистой бронхов 
при астме, включая отек слизистой, гиперплазию 
бокаловидных клеток и гипертрофию желез [10]. 

Увеличение содержания как ОБ, так и ОУ по-
сле воздействия холодового стимула свидетель-
ствует об усилении и секреции слизистой носа, 
ýкссудации плазмы. Уровень белка существенно 
превышает уровень углеводной компоненты как 
до, так и после воздействия стимула (см. табл. 2).  
Различия между группами больных, отличаю-

щихся по гиперреактивности дыхательных путей, 
были несущественными, хотя больные из группы 
с сочетанной гиперреактивностью на оба стимула 
обычно имели более высокие значения ОБ и ОУ, 
чем больные из двух других групп (см. рис. 1, 2). 
Общий характер изменений показателей в груп-
пах больных после пробы может означать нор-
мальную физиологическую реакцию на холодный 
воздух, а не патологический процесс. Это под-
тверждают положительные связи ОФВ

1
 с измене-

нием уровня ОУ сразу после дыхания холодным 
воздухом в общей группе больных и в группе 2 
с гиперреактивностью дыхательных путей на оба 
стимула, а также с изменением содержания ОБ в 
группе 2. Однако, как показал корреляционный 
анализ между ∆ОФВ

1
 после ИГХВ и содержанием 

ОУ в лаважной жидкости на 15- и 30-й мин по-
сле холодовой пробы, сохранение повышенного 
уровня ОУ в группе 2 в течение восстановитель-
ного периода, возможно, отражает аналогичные 
процессы в нижних дыхательных путях в соответ-
ствии с моделью единого респираторного тракта. 
Это, в свою очередь, может вести к ухудшению 
функции внешнего дыхания в ответ на ИГХВ. 

Скорее неожиданный результат получен для 
индивидуальных муцинов MUC5AC и MUC5B, 
содержание которых оказалось крайне низким в 
назальной лаважной жидкости, а изменения по-
сле холодовой пробы часто носили обратный ха-
рактер по сравнению с изменениями ОУ (см. рис. 
1, 4). Это возможно связано как с природой ýтих 
муцинов, которые представляют собой крупные 
молекулы, что затрудняет работу с ними [18], 
так и с особенностью использовавшихся наборов 
для ИФА (Cusabio Biotech Co., Ltd.; Cloud-Clone 
Corp.). Используемые в наборе для образования 
комплекса с муцинами антитела получены про-
тив полипептидных фрагментов рекомбинантных 
белков. Поýтому любые изменения углеводного 
состава или белковой компоненты секретиру-
емых муцинов могут влиять на специфичность 
антител, использованных при ИФА, к ýтим муци-
нам. Действительно, ранее показано, что муцины 
MUC5AC и MUC5B претерпевают сложный путь 
олигомеризации в процессе синтеза и секреции, 
так что конечная четверичная структура макро-
молекул зависит от условий микроокружения 
[19, 20].

Хотя количественное определение уровня му-
цинов MUC5AC и MUC5B методом ИФА имеет 
ограниченную диагностическую ценность [21], 
интерес представляют обнаруженная взаимосвязь 
между изменениями ýтих двух муцинов после про-
бы [9], а также меньшее снижение концентрации 
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Рисунок 5. Содержание ТБКРВ в лаважной жидкости по группам больных до и после 

пробы с холодным воздухом. Для обозначений см. рис. 1. 
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обоих муцинов в группе пациентов с сочетанной 
гиперреактивностью дыхательных путей по срав-
нению с другими группами (см. рис. 3). Снижение 
уровня муцинов после холодовой пробы возмож-
но связано с окислительным стрессом, в резуль-
тате которого муцины могли бы подвергнуться 
окислению, изменить структуру молекул и стать 
менее узнаваемыми для антител из ИФА наборов. 
Однако больные из группы с сочетанной гипер-
реактивностью дыхательных путей показали наи-
меньшее снижение MUC5AC и MUC5B (см. рис. 3)  
на фоне более высокого уровня ТБКРВ в назаль-
ной лаважной жидкости после пробы (см. рис. 5), 
что не подтверждает ýто предположение. 

Повышение уровня маркера окислительного 
стресса (ТБКРВ) в слизистой носа после пробы 
с холодным воздухом (см. табл. 2, рис. 5) со-
ответствует обнаруженному ранее увеличению 
продуктов перекисного окисления в нижних ды-
хательных путях после холодового воздействия 
[22], а, следовательно, может быть повреждаю-
щим фактором слизистой при дыхании холод-
ным воздухом. Более высокий уровень ТБКРВ в 
группах 2 и 3 после пробы с холодным воздухом 
по сравнению с группой 1 хотя и был статисти-
чески недостоверным, свидетельствует в пользу 
того, что окислительный стресс является факто-
ром развития реактивности дыхательных путей к 
ИГХВ и ИДВ. 

α
2
-МГ был рекомендован для оценки ýкссу-

дации плазмы в слизистой носа [23]. В среднем 
по всей совокупности больных содержание ýто-
го биомаркера возрастало в лаважной жидкости 
после пробы с холодным воздухом (см. табл. 2), 
а также в группах с сочетанной реактивностью 
и с ее отсутствием (см. рис. 4). Однако большой 
разброс значений для α

2
-МГ среди пациентов 

не может подтвердить повышенной ýкссудации 
плазмы крови по сравнению с изменениями ОБ в 
ответ на холодовой стимул. Эффект гипертони-
ческого раствора на слизистую носа был также 
несущественным в отношении ýкссудации α

2
-МГ, 

тогда как в присутствии гистамина гипертониче-
ский раствор значительно усиливал выход ýтого 
биомаркера [24]. Тем не менее если допущение о 
единстве физиологического состояния верхних и 
нижних дыхательных путей при БА верно, повы-
шенная ýкссудация плазмы, то есть повышенная 
проницаемость кровеносных сосудов нижних ды-
хательных путей, может быть негативным фак-
тором при воздействии осмотического стимула 
(дистиллированной воды). Так, в общей группе 
больных содержание α

2
-МГ в назальной жид-

кости сразу после дыхания холодным воздухом 

имело отрицательную корреляцию с изменением 
ОФВ

1
 в ответ на ИДВ, а у пациентов группы 2, 

показавших большее падение ОФВ
1
 в ответ на 

ИДВ (см. табл. 1), обнаружена обратная связь 
ýтой величины с изменением уровня α

2
-МГ сразу 

после холодовой пробы по сравнению с началь-
ным уровнем. 

Таким образом, изменения общих маркеров 
секреции, ýкссудации и окислительного стресса 
(ОБ, ОУ, ТБКРВ) демонстрируют усиление ýтих 
процессов в слизистой носа в ответ на дыхание 
холодным воздухом, тогда как специфические 
биомаркеры (муцины MUC5AC и MUC5B, α

2
-МГ) 

не позволяют сделать столь однозначных выво-
дов, что может отражать особенности ýтих био-
маркеров. Отмечены статистически незначимые 
различия в содержании биомаркеров до и после 
дыхания холодным воздухом между группами 
больных, разделенных на основании бронхопро-
вокационных проб на холодовой и гипоосмоти-
ческий стимулы. Однако группа с сочетанной 
реактивностью дыхательных путей на оба стиму-
ла имела в целом более высокие показатели се-
креции, ýкссудации и окислительного стресса по 
сравнению с группами с изолированной реактив-
ностью или ее отсутствием. Обнаруженная кор-
реляция между ∆ОФВ

1
 после ИГХВ и повышен-

ным уровнем ОУ в течение восстановительного 
периода говорит в пользу вклада продолжитель-
ной секреции в развитие холодовой реактивно-
сти дыхательных путей. Аналогично корреляция 
между ∆ОФВ

1
 после ИДВ и увеличением уровня 

α
2
-МГ в назальной жидкости сразу после пробы 

с холодным воздухом указывает на потенциаль-
ную связь между повышенной ýкссудацией и ос-
мотической реактивностью дыхательных путей. 
Следует обратить внимание на возможность ис-
пользования ýтих биомаркеров при прогнозиро-
вании развития реактивности нижних дыхатель-
ных путей на холодовой и гипоосмотический 
стимулы. 

ВЫВОДЫ
1. Дыхание холодным воздухом больными БА 

сопровождалось увеличением содержания обще-
го белка, общих углеводов, ТБКРВ в назальной 
лаважной жидкости, что свидетельствует об уси-
лении процессов секреции, ýкссудации и окисли-
тельного стресса слизистой носа в ответ на холо-
довой стимул. Анализ индивидуальных муцинов 
(растворимые формы MUC5AC и MUC5B) не 
подтвердил предположения об усилении их се-
креции, а увеличение уровня α

2
-макроглобулина 

было статистически недостоверным.
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2. Группы больных с различной реактивно-
стью дыхательных путей на холодовой и гипо-
осмотический стимулы не имели статистически 
значимых различий в содержании биомаркеров 
до и после дыхания холодным воздухом. От-
мечены более выраженные показатели секре-
ции и ýкссудации у больных БА с сочетанной 
гиперреактивностью дыхательных путей на хо-
лод и гипоосмотический стимул по сравнению с 
группами больных с реакцией на один из ýтих 
стимулов или с ее отсутствием. Окислительный 
стресс менее выражен у больных БА без реакции 
на оба стимула по сравнению с двумя другими  
группами. 

3. Обнаруженные корреляции между величи-
ной ОФВ

1
 у больных БА и ее изменениями в от-

вет на бронхопровокационную пробу с холодным 
воздухом, с одной стороны, и содержанием био-
маркеров секреции, с другой, свидетельствуют в 
пользу негативного ýффекта продолжительной 
секреции муцинов после дыхания холодным воз-
духом на реакцию бронхов у больных астмой с 
сочетанной реактивностью дыхательных путей. У 
таких больных повышенная ýкссудация плазмы 
также может быть одним из факторов в развитии 
гипоосмотической реактивности.

4. Слизистая носа является перспективной мо-
делью для исследования взаимосвязей и молеку-
лярных основ процессов секреции, ýкссудации и 
окислительного стресса в дыхательных путях у 
больных бронхиальной астмой.
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Nasal mucosa secretion exudation response to cold air  
in bronchial asthma patients 

Nekrasov E.V., Prikhodko A.G., Perelman J.М. 

Far Eastern Scientific Center of Physiology and Pathology of Respiration  
22, Kalinina Str., Blagoveshchensk, 675000, Russian Federation

ABSTRACT

Background. Combined airway hyper responsiveness to cold and hypoosmotic stimuli in asthma patients 
results in impairment of lung respiration function and poor disease control compared to patients with isolated 
airway hyper responsiveness to only one of the stimuli or without such responsiveness that can be connected 
with edema or mucus hypersecretion.  

Aim. The purpose of the study is the estimation of the processes of mucin secretion, plasma exudation and 
oxidative stress in response to cold air in asthma patients with combined airway responsiveness to cold and 
hypoosmotic stimuli using nasal mucosa as a model.  

Materials and methods. 23 patients with asthma participated in the study. For the nasal lavage procedure, a 
nasal cavity was pre-washed at least three times in 5-min intervals with 5 ml saline solution (~36 °C). A control 
nasal lavage was done 5 min after the last washing with a dwelling time of 1 min in the nasal cavity. Directly 
after the control lavage, a cold air nasal challenge was done: a participant was asked to breathe deeply at 
the pace of a metronome to ensure hyperventilation inhaling cold air (–20 °C) through the nose and exhaling 
through the mouth for 5 min. Nasal lavages were taken at 1 min, 15, and 30 min after the challenge. Mucin 
secretion was estimated on the basis of total protein (TP) content, total carbohydrates (TC), and water-solu-
ble forms of mucins MUC5AC and MUC5B in the lavage fluids. For the estimation of plasma exudation, the 
concentration of α2-macroglobulin (α2-MG) was measured. Oxidative stress was estimated by the content of 
thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) in lavage fluid. Lung function and airway responsiveness were 
studied by the forced expiration spirometry method and the bronchial challenge tests with isocapnic cold air 
hyperventilation (CAHV) and distilled water inhalation (DWI).

Results. According to the bronchial challenge tests, the patients were divided into groups: 1) without airway 
responsiveness to the cold and osmotic stimuli (n = 6); 2) combined airway responsiveness to both stimuli (drop 
in FEV1 by 10% or more after CAHV and DWI) (n = 11); 3) isolated airway responsiveness to only one of 
the stimuli (n = 6). In the total group of asthma patients, the mean content of TP, TC, α2-MG, and TBARS 
increased by 63%, 109, 47, and 68%, respectively, after the cold air nasal challenge, whereas MUC5AC and 
MUC5B decreased by 15 and 20%, respectively. Secretion and exudation in the nasal mucosa were more pro-
nounced in asthma patients of group 2 in comparison with other groups. Oxidative stress was lower in group 
1. There were two interesting correlations between bronchi responsiveness to CAHV and DWI and changes 
in the content of the biomarkers after the cold air nasal challenge in group 2: 1) ∆FEV1 after CAHV and TC 
level at 15 min (r = –0,65; р = 0,0401) and at 30 min (r = –0,82; р = 0,0034); 2) ∆FEV1 after DWI and the 
change of α2-MG at 1 min after the cold air nasal challenge (r = –0,67; р = 0,0242).  

Conclusion. In accordance with the unified airway model, the found correlations may indicate that prolonged 
mucin secretion after cold air breathing is a negative factor for the bronchi response to cold air, whereas 
enhanced plasma exudation determines the bronchi responsiveness to a hypoosmotic stimulus. Nasal mucosa 
is a promising model for the simultaneous investigation of molecular processes of airway secretion, exudation 
and oxidative response in asthma patients.  

Key words: asthma, nasal mucosa, secretion, exudation, oxidative stress, cold air challenge.
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