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Su m  mar y

The study was designed to investigate a role of nitric oxide, -acidic glycoprotein (AAGP), and tumor 
necrotic factor (TNF) for inflammatory response in bronchial asthma (BA) and chronic obstructive bronchitis 
(COB) with biochemical testing of induced sputum (IS). The study material was IS supernatant. The search of 
IS biochemical markers showed their different concentration in BA and COB patients dependent on the dis
eases stage and therapy. The IS biochemical analysis can be applied to monitor the inflammatory activity in the 
airways in BA and COB and the efficacy of the treatment as well.

Р е з ю м е

Цель исследования состояла в изучении по данным биохимического тестирования индуцированной 
мокроты (ИМ) роли оксида азота, с^-кислого гликопротеина (АКГП) и фактора некроза опухоли (ФНО ) 
в формировании воспаления при бронхиальной астме (БА) и хроническом обструктивном бронхите 
(ХОБ). Материалом для исследования служил супернатант ИМ. Исследование биохимических маркеров 
в ИМ показало, что их содержание различно у больных БА и ХОБ и зависит в обеих группах от периода 
заболевания и используемой терапии. Биохимический анализ ИМ может быть использован для 
мониторинга активности воспалительного процесса в дыхательных путях при БА и ХОБ и эффектив
ности проводимой терапии.

Бронхиальная астма (БА ) и хронический обструк- 
тивный бронхит (ХО Б ) рассматриваются как хрони
ческие воспалительные заболевания дыхательных 
путей. Организация процесса воспаления в значи
тельной степени принадлежит биохимическим веще
ствам. Некоторые из них являются продуктом 
эффекторных клеток, другие образуются фермента
тивным путем. Важным является то, что синтез этих 
биомаркеров может быть, с одной стороны, частью 
функционирования нормального организма, а с дру
гой —  специфическим ответом на экзо- и эндоген
ные факторы. В последнее время большое внимание 
привлекают инфекционные и вирусные агенты, не
редко запускающие обострения БА  и ХОБ. И здесь 
изменяется весь спектр медиаторов воспаления — 
процесс сопровождается увеличением активности 
цитокинов, оксида азота, активных форм кислорода 
и острофазовых белков. Известно, что оксид азота 
выполняет в организме человека и животных функ
ции универсального регулятора клеточного и ткане
вого метаболизма [2,3,7]. При этом выработка как 
избыточного, так и недостаточного количества газа 
может усугублять течение заболевания. В  настоящее

время существует много исследований в области 
изучения биохимических маркеров в крови, конден
сате выдыхаемого воздуха, жидкости бронхоальвео
лярного лаважа [3,6,14]. Нами проведен биохимичес
кий анализ некоторых медиаторов воспаления в 
индуцированной мокроте (И М ).

Цель нашего исследования состояла в изучении 
по данным биохимического тестирования И М  роли 
оксида азота, а г кислого гликопротеина (А КГП ) и 
фактора некроза опухоли а  (Ф Н О  а ) в формирова
нии воспаления при БА  и ХОБ.

М а т е р и а л  и м е т о д ы

В исследование были включены 8 6  больных БА, 
из которых 46 находились в периоде ремиссии: 12 
имели тяжелое, 19 —  среднетяжелое и 15 —  легкое 
течение заболевания. 40 больных БА  обследованы в 
период обострения болезни, среди них 13 с тяжелым 
приступом, 22 со среднетяжелым и 5 больных с лег
ким течением приступа. Все больные БА  имели ато
пическую форму заболевания. При постановке диаг
ноза БА, определении ее этиологии, степени



тяжести и стадии заболевания были использованы 
рекомендации GIN А [1].

Также обследованы 52 больных ХОБ, из которых 
28 находились в состоянии ремиссии, из них 1 0  име
ли тяжелое, 7 —  среднетяжелое, 11 —  легкое тече
ние. 24 больных ХО Б  находились в стадии обостре
ния заболевания, из них 15 имели тяжелое, 9 — 
среднетяжелое течение. Больные были в возрасте от 
20 до 63 лет. Контрольную группу составили 20 здо
ровых некурящих добровольцев без клинических, ла
бораторных, функциональных и морфологических 
признаков воспаления и обструкции бронхов.

Материалом для исследования служил суперна
тант ИМ. В основе метода лежит ингаляция 3-5%  
гипертонического солевого раствора в течение 5-30 
мин с использованием ультразвукового небулайзера, 
во время или после которой пациент откашливает 
мокроту. Мокрота собирается натощак, утром. После 
первого сеанса ингаляции и в дальнейшем после каж
дого последующего сеанса пациенты тщательно поло
скали рот и глотку и старались откашлять мокроту в 
специальную посуду. Исследование мокроты проводи
лось не позднее 2  ч после получения материала, на 
протяжении этого времени образцы хранились при 
температуре 4°С. Для диспергирования и гомогениза
ции мокроты использовали раствор коллагеназы, из
готовленный в Тихоокеанском институте биооргани- 
ческой химии ДВО  РАН, Владивосток.

Для анализа растворимых факторов (в нашем слу
чае метаболиты оксида азота, oq-кислый гликопроте
ин и Ф Н О  а  использовали супернатант, полученный 
после центрифугирования при 12 000об/мин. Для 
стандартизации супернатанта И М  применяли метод, 
предложенный М .Bradford  [ 1 0 ], с пересчетом на 
1 мг белка. Тенденция, выявленная при определении 
объемных концентраций и при пересчете на белок, 
получилась одинаковая. Поэтому для простоты пони
мания интерпретации показателей в И М  мы привели 
данные объемных концентраций. Мокрота, предназ
наченная для получения супернатанта не разбавля
лась 0 ,9%  раствором NaCl в отличие от исследова
ния клеточного осадка ИМ.

Метод определения NO 2 - был выполнен по стан
дартной методике с использованием реактива Грейса. 
Измерение проводили на микропланшетном спектрофо-
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Рис. Содержание метаболита N0 у больных БА в период обострения, 
спровоцированный контактом с аллергеном и ОРВИ.

тометре "Dynatech MRGOO" (Швейцария) при 540 нм. 
Количество NO 2 “  в И М  выражали в нмоль/мл.

Концентрацию Ф Н О  а  и А КГП  определяли мето
дом иммуноферментного анализа на полистирольных 
планшетах фирмы "Dynatech '' (Швейцария). Погло
щение измеряли при 492 нм на микропланшетном 
спектрофотометре "M ultiscan P lus' (Финляндия). 
Концентрацию Ф Н О  а  и АКГП  определяли путем по
строения калибровочной кривой и выражали в 
пг/мл и нг/мл соответственно.

Статистическую обработку полученных результатов 
проводили с использованием критерия Стьюдента t.

Р е з у л ь т а т ы  и с с л е д о в а н и я

В результате проведенных исследований отмече
но, что в супернатанте И М  у здоровых людей при
сутствуют все вышеперечисленные биохимические 
маркеры (табл.1). Так, для метаболита оксида азота 
N 6 2 ”  его концентрация в И М  составила 0,84±0,28 
нмоль/мл, для А КГП  —  0,76±0,11 нг/мл и для 
Ф Н О  а  —  6,1 ±1,5 пг/мл.

В период обострения БА  (см.табл. 1) происходит 
повышение концентрации N 0 2”  в И М  до 6 ,2 ±1,3 
нмоль/мл (р<0,05 по сравнению с контрольной 
группой). Нами отмечено еще большее повышение 
уровня нитрит-иона при обострении БА  на фоне 
вирусной инфекции по сравнению с провокацией 
аллергеном (см. рисунок), когда его концентрация 
составила соответственно 13,4 ± 2,8 и 5,2 ± 1, 6  

нмоль/мл (р<0,05).
Включение в лечебные программы системных и 

топических глюкокортикостероидов (ГКС ) приводит 
к снижению уровня нитрит-иона, более выраженное 
при их сочетанном применении (см. табл. 1). При 
этом его уровень не достигает контрольных значе
ний (р<0,05).

Т а б л и ц а  1 
Б иохим ические показатели в ИМ у больны х БА 
в динам ике заболевания и при испол ьзовании  
различны х лечебны х програм м

Показатель N02, нмоль/мл АКГП, нг/мл ФНО а, пг/мл

БА, обострение 6,2±1,3* 9,8±2,3* 23,1 ±1,5*

БА, обострение, 
сГКС+иГКС 3,24±1,8* 15,5±1,Г 6,5±0,8

БА, ремиссия 2,8±1,5* 3,7±1,9* 7,3±1,2

БА, ремиссия, 
иГКС+теопек 0,99±1,1 1,2±0,8 6,7±1,9

Контроль 0,84±0,28 0,76±0,11 6,1 ±1,5

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл.2 * —  различия достоверны при 
р<0,05 по сравнению с контрольной группой, сГКС —  системные, 
иГКС — ингаляционные глюкокортикостероиды.



В период ремиссии БА (см. табл.1) отмечено сни
жение уровня N 0 2" п о  сравнению с обострением за
болевания, не достигающее контрольных цифр 
(2,8± 1,5 нмоль/мл, р<0,05). Однако назначение 
этим больным ингаляционных ГКС совместно с ме- 
тилксантинами в течение месяца способствует нор
мализации показателей метаболита оксида азота 
(р>0,05).

Bruno Crestani и соавт. [11] провели ряд экспери
ментов in vivo и in vitro на крысах с моделью неспе
цифического воспаления легких и операционном мате
риале легких, полученном после резекции по поводу 
заболеваний органов дыхания, с целью выявления син
теза АКГП. Было обнаружено, что источником синте
за АКГП как в легких человека, так и крыс служат 
альвеолоциты 2-го порядка. Ни в клетках бронхиаль
ного эпителия, ни в эндотелиальных клетках экспрес
сии АКГП выявлено не было. Результаты исследова
ния также показали, что ключевую роль в регуляции 
индуцибельной секреции АКГП в легких, как и в пече
ни, играют ИЛ-1, ИЛ-6 , Ф Н О  а. Данные цитокины ин
дуцируют выделение небольшого количества белка, в 
то время как прием ГКС значительно повышает синтез 
АКГП [11]. Учитывая иммуномодулирующие свойства 
белка, можно предположить, что АКГП оказывает за
щитное действие и принимает активное участие в ог
раничении воспалительного процесса в легких.

Анализ уровня АКГП  в И М  у больных БА в период 
обострения показал его увеличение более чем в 1 0  

раз по сравнению с контрольной группой обследо
ванных (9,8±2,3 нг/мл, р<0,05) (см. табл.1). При 
использовании системных и топических ГКС его кон
центрация еще больше возрастает и составляет 
15,5±1,1 нг/мл (р<0,05). Можно предположить, что 
повышение уровня АКГП  в данном случае связано с 
взаимоусиливающим действием воспалительных ци- 
токинов и ГКС.

В ремиссию БА  отмечено снижение концентрации 
АКГП в И М  до 3,7±1,9 нг/мл, не достигающее по
казателей у здоровых людей (р<0,05) (см. табл. 1). 
Вероятно, данный факт связан с персистенцией вос
паления в дыхательных путях. При назначении инга
ляционных ГКС  в качестве базисной терапии проис
ходит нормализация концентрации белка (р>0,05).

Особое место среди цитокинов занимает Ф Н О  а, 
продуцентами которого являются активированные 
липосахаридами мононуклеарные фагоциты, а также 
антигенстимулированные Т- и ЕК-клетки [9]. Ф Н О  
принимает участие в стимуляции процессов адгезии, 
продукции ИЛ-1 и ИЛ-6 , Т-клеточной активации ан- 
тителообразования В-клетками, индукции апоптоза и 
др. [5]. Наше исследование показало (см. табл.1) уве
личение содержания Ф Н О  а  в ИМ  в период обостре
ния БА  почти в 4 раза по сравнению с группой кон
троля (23,1 ±1,5 пг/мл, р<0,05). При ГКС-терапии 
его уровень приближается к показателям у здоровых 
и составляет 6,5±0,8 пг/мл (р>0,05). В ремиссию 
астмы мы наблюдали снижение количества Ф Н О  а  в 
ИМ  по сравнению с обострением заболевания, до-

Т а б л и ц а  2 
Биохим ические показатели в ИМ у больных ХОБ 
в динам ике заболевания и при использовании  
различных лечебны х програм м

Показатель N02 . нмоль/мл АКГП, нг/мл ФНО а, пг/мл

ХОБ, обострение 2,6±1,35* 15,6±1,7* 38,613,2*

ХОБ, обострение, 
антибактериальная 
терапия 0,92±0,4 3,25±1,Г 17,412,4*

ХОБ, ремиссия 0,4110,05* 0,87±1,2 10,211,6*

ХОБ, ремиссия, 
теопек 0,1±0,36 1,0510,2 6,811,6

Контроль 0,84±0,28 0,7610,11 6,111,5

стоверно не отличающимся от группы здоровых 
(7,3± 1,2 пг/мл, р>0,05). При применении ингаляци
онных ГКС уровень ФНО-а остается в пределах нор
мы (см. табл.1 ).

При ХО Б в период обострения заболевания проис
ходит небольшое увеличение содержания ИСЬ“ в 
ИМ, но его показатели остаются достоверно выше, 
чем в контрольной группе обследованных, составляя 
2,6±1,35 нмоль/мл (табл.2). При применении анти
бактериальной терапии у этих больных показатели 
Ы 0 2“ приближаются к контрольным (0,92±0,4 
нмоль/мл, р>0,05). В ремиссию ХО Б (см. табл.2) от
мечено снижение содержания нитрит-иона по срав
нению с его содержанием в период обострения за
болевания и по отношению к контрольной группе 
(р<0,05). Однако при применении метилксантинов в 
ремиссию болезни (см. табл.2 ) уровень N 0 2 “  достига
ет показателей здоровых лиц уже через 2  нед лечения 
(р>0,05), что связано с его противовоспалительными 
эффектами и подавлением оксидативного стресса.

Нами отмечено резкое повышение концентрации 
АКГП в ИМ в период обострения ХО Б (см. табл.2), 
больше выраженное при присоединении инфекцион
ного процесса в дыхательных путях, когда его уровень 
составил 15,6±1,7нг/мл (р<0,05 по сравнению с кон
тролем). Однако при назначении антибактериальной 
терапии больным ХО Б (см. табл.2) отмечено сниже
ние содержания АКГП в ИМ  до 3,25±1,1 нг/мл, не 
достигающее показателей в группе здоровых (р<0,05).

В ремиссию ХО Б и при включении в терапию ме
тилксантинов (см. табл.2) концентрация АКГП  до
стоверно не отличается от значений у здоровых лю
дей (р>0,05). Данный факт возможно связан со 
слабой экспрессией цитокинов — индукторов синтеза 
белка, а также с отсутствием способности теопека 
усиливать секрецию гликопротеина.

При хроническом бронхите в клеточной инфильт
рации стенок дыхательных путей доминируют моно
нуклеарные клетки, которые вырабатывают Ф Н О  а.



В период обострения ХО Б по сравнению с БА  от
мечен более высокий уровень Ф Н О  а  в ИМ, кото
рый составил 38,6±3,2 пг/мл, р<0,05 (см. табл.2). 
Включение в лечебную программу антибактериаль
ных препаратов (см. табл.2 ) приводит к снижению 
уровня данного цитокина до 17,4±2,4 пг/мл, не до
стигающего контрольных значений (р<0,05). В ремис
сию заболевания (см. табл.2 ) происходит снижение 
содержания Ф Н О  а, уровень которого составляет 
1 0 ,2 ± 1 , 6  пг/мл, но при этом не происходит норма
лизации показателей (р<0,05). Однако при назначе
нии метилксантинов через 2  нед лечения значения 
Ф Н О  а  достоверно не отличаются от группы контро
ля и составляют 6 ,8 ± 1 , 6  пг/мл (см. табл.2 ). 
P.Barnes и соавт. [8 ] доказали, что метилксантины 
могут подавлять высвобождение Ф Н О  а  из моноци
тов дыхательных путей.

О б с у ж д е н и е

Согласно исследованиям многих авторов, концент
рация оксида азота в крови, КВВ , Ж Б А Л  резко уве
личивается при воспалительных заболеваниях. Наши 
исследования показали повышение содержания 
N 0 2” в  И М  у больных БА, особенно в период обост
рения заболевания, что связано с повышенным обра
зованием индуцибельной NO-синтазы в результате 
активизации транскрипционного ядерного фактора 
NF-kappa-B  под воздействием воспалительных цито- 
кинов [13,14]. Отмечено максимальное повышение 
уровня нитрит-иона в И М  при вирусной инфекции, 
на фоне которой развилось обострение астмы. Так,
G.Karupiah и соавт. [12] установили, что высвобож
даемый под воздействием iNO S оксид азота спо
собен подавлять репликацию вирусов и предназна
чен в этом случае для неспецифической защиты 
организма.

В период ремиссии БА  происходит снижение 
уровня нитрит-иона в И М  по сравнению с обостре
нием, но его концентрация остается повышенной 
при тяжелом и среднетяжелом течении заболевания. 
Вероятно, сохраняющийся повышенный уровень N 0 2“ 
связан с персистенцией воспаления дыхательных пу
тей и/или недостаточной базисной терапией.

Снижение содержания N 0 2“  при назначении ГКС 
может свидетельствовать об ингибирующем дейст
вии ГКС  на синтез NF-kappa-B  через подавление 
образования ряда цитокинов (ИЛ-1, ИЛ-5, Ф Н О ) с 
последующим снижением активности индуцибельной 
NO-синтазы [7,13].

При обострении Х О Б  в отличие от БА  происходит 
менее заметное повышение концентрации N 0 2~. 
Повышение уровня нитрит-иона в обострение ХО Б 
связано с усилением экспрессии iNOS в ответ на 
воздействие активных форм кислорода и/или эндо
токсинов микроорганизмов [13,14]. В период ремис
сии уровень N 0 2"  становится ниже показателей у 
здоровых. Вероятно, данный факт связан с хрониза- 
цией воспаления, с одной стороны, и с необратимы

ми процессами ремоделирования стенки дыхатель
ных путей при ХО Б, с другой.

До недавнего времени основным местом синтеза 
АКГП  считались гепатоциты, где экспрессия белка 
происходила под действием ИЛ-1(3, ИЛ-6 , Ф Н О  а. 
Однако исследование последних лет свидетельству
ют, что синтез АКГП  осуществляется и клетками 
других органов, таких как миокард, почки, предста
тельная железа [11]. В наших исследованиях мы 
впервые показали наличие орозомукоида в ИМ. 
Респираторное влаговыделение (Р В ) является одной 
из важных и малоизученных нереспираторных функ
ций легких. Исследование И М  позволило изучить 
РВ  с целью оценки биохимической индивидуальнос
ти в норме и при патологии дыхательной системы. 
Появление А КГП  в И М  обусловлено адсорбцией 
жидкости, непосредственно осуществляемой альвео- 
лоцитами. Из альвеолярного пространства жидкость 
удаляется посредством мукоцилиарного клиренса и 
внутриальвеолярного гидролиза. Р В  обусловлено 
фильтрацией воды с молекулами гликопротеина (мо
лекулярная масса АКГП  колеблется от 37 ООО до 
54 ООО Д в зависимости от состава и количества уг
леводных цепей), которые способны преодолевать 
альвеолярный барьер, всасываются в сосуды малого 
круга кровообращения и верхних дыхательных путей 
и регулируются притоком крови [4]. В наших иссле
дованиях показано повышение уровня А КГП  в И М  в 
период обострения БА  и ХО Б  с максимальными зна
чениями в последнем случае. Возможное нарастание 
уровня белка, с одной стороны, может отражать ак
тивность воспаления, а с другой, учитывая иммуно
модулирующие свойства белка, свидетельствовать о 
напряжении местных механизмов защиты. В.Сш1ат  
и соавт. [ 1 1 ] предполагают, что механизм его поло
жительного действия связан со способностью инги
бировать образование супероксид-анионов, продуци
руемых нейтрофилами в процессе фагоцитоза.

Таким образом, исследование биохимических мар
керов в ИМ  показало, что их содержание различно у 
больных БА  и ХО Б  и зависит в обеих группах от пе
риода заболевания и используемой терапии. При 
этом в период приступа астмы происходит повыше
ние содержания И 0 2_, А КГП  и Ф Н О  а. Использова
ние системных и топических форм ГКС  в лечении 
обострения БА  способствует снижению уровня нит- 
рит-иона и Ф Н О  а, при этом концентрация АКГП  
повышается. В ремиссию болезни значения N 0 ^ , 
АКГП  и Ф Н О  а  снижаются, а концентрация послед
него приближается к показателям у здоровых, тогда 
как количества нитрит-иона и орозомукоида остают
ся достоверно выше, чем у здоровых.

При обострении ХО Б в отличие от БА  уровень 
И 0 2~ повышается менее заметно, а содержание 
АКГП  и Ф Н О  а  резко увеличивается. Использование 
в терапии обострения ХО Б  антибактериальных пре
паратов приводит к снижению их содержания. При 
этом значения нитрит-иона и Ф Н О  а  достигают кон
трольных значений, а АКГП  превышает их. В ремис



сию ХО Б уровень Г\Ю2_ ниже контрольных значений, 
а концентрация Ф Н О  а  недостоверно снижается. 
Назначение метилксантинов в этот период болезни 
приводит к нормализации М02" и ФН О  а. Содержание 
АКГП в ремиссию ХО Б не отличается от показателей 
у здоровых и не зависит от использования теофиллина.
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PULMONARY TUBERCULO SIS IN PATIENTS WITH NORMAL CHEST RADIOGRAPH 
IN A REGION WITH A HIGH INCIDENCE OF TUBERCULOSIS

K.A.Bijani, N.T.Esmail, B.Graeilli 

Su m  ma r y

The objective was to describe early symptoms of pulmonary tubeculosis (T) when the chest radiograph 
(CXR) is normal.

Seventy patients with culture-positive pulmonary T and normal CXR were selected from a review of 377 
consecutive patients with smear- or culture-positive pulmonary T in Babol (Iran) in 1994-2000. Patients with 
abnormal CXR at the time of the diagnosis were excluded from the analysis.

Sixty-eight of the 70 patients (98%) were symptomatic at the time of the diagnosis with cough and sputum 
production being reported most commonly (97%). Two patients were examined due to contact tracing of a 
case of infectious pulmonary T, while other 68 patients were tested because of symptoms presence. Sixty- 
eight patients (97%) had cough longer that 1 month, sputum production was in 63 patients (90%), fever for 
more than 1 week was in 18 patients (25%), haemoptysis was in 28 patients (40%), weight loss was in 21 
patients (30%), hoarseness was in 1 patient (1,4%), dyspnea was in 5 patients (7% ). The sputum smears of 5 
patients (7 % ) were positive. No-one of patients had underlying diseases. Fifty-six patients (80% ) had positive 
Mantoux skin test. The incidence of culture-positive pulmonary T with a normal chest radiograph was less than 
1% in the period from 1988 to 1989 and steadily increased to 10% in the period from 1996 to 1997.


