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Проведена оценка экспрессии мРНК мембраносвязанной и растворимой изоформ рецептора интерлейкина-5 в периферической 
крови и мокроте больных бронхиальной астмой (БА) различной степени тяжести в периоды обострения и ремиссии (после проведенного 
лечения ингаляционными кортикостероидами). Обнаружена повышенная экспрессия обеих изоформ рецептора по сравнению с контро­
лем, характеризуемая преимущественным образованием мембраносвязанной изоформы. Действие ингаляционных кортикостероидов 
приводит к повышению экспрессии мРНК растворимой и снижению мРНК мембраносвязанной изоформы рецептора в случае легкой и 
среднетяжелой БА, тогда как при тяжелой БА этот процесс менее выражен. Таким образом, воспаление при астме связано с дисрегуля­
цией цитокинового звена, контролирующего эозинофилию, причем данное нарушение наблюдается как на уровне образования самого 
цитокина, так и его рецептора и наиболее выражено при тяжелой бронхиальной астме.
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Present study was intended to evaluate the expression of α-subunit of the receptor interleukin-5 mRNA: membrane-anchored and soluble 
isoforms in peripheral blood and induced sputum of atopic asthmatics with mild, maderate and severe forms at periods of the intensification and 
remissions (after treatment inhaled glucocorticoids). The higher level both  membrane-anchored and soluble isoforms expression of asthmatics 
compared to healthy controls were found. Glucocorticoid treatment has been shown to increase the expression mRNA of soluble form and de­
crease the expression mRNA of membrane-anchored in mild and maderate asthma, but not severe asthma. Thus we speculate that inflammation 
in asthma is linked with disregulation of cytokines profile that control eosinophilia. This abnormality is observed in the process of cytokine and its  
reseptor  syntheses  its  most  evident  in  
severe form of bronchial asthma.
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Введение
Действие интерлейкина-5 (ИЛ-5) на клетку-мишень опо­

средуется через рецепторный комплекс к ИЛ-5,  который со­
стоит из двух нековалентно ассоциированных субъединиц – α 
и β, причем именно α-субъединица специфически связывает 
ИЛ-5, тогда как  β-субъединица проводит сигнал в клетку [15, 
16]. Рецептор ИЛ-5 (ИЛ-5Р) наряду с ИЛ-2, ИЛ-7, ГМ-КСФ, Г-
КСФ относится к семейству цитокиновых рецепторов I типа и 

эритропоэтину  [3,  11].  α-Субъединица  рецептора  является 
интегральным  мембранным  гликопротеином,  аминотерми­
нальный участок которого расположен внутриклеточно и име­
ет единичный заякоренный в мембране домен [5]. Особен­
ностью этой субъединицы является альтернативный сплай­
синг ее мРНК, который приводит к образованию различных 
изоформ белка, обладающих антагонистическими свойства­
ми:  мембраносвязанная  изоформа  (мИЛ-5Рα)  образует 
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комплекс  с  β-субъединицей,  растворимая  изоформа (рИЛ-
5Рα) может связывать свободный ИЛ-5, блокируя его физио­
логическую активность [9, 15].

ИЛ-5 является ключевым фактором в созревании, диф­
ференцировке и активации эозинофилов, поскольку его рецеп­
торы экспрессируются преимущественно на этих клетках [13]. 
ИЛ-5 является основным и, возможно, единственным цитоки­
ном, специфически вовлеченным в процесс продукции эозино­
филов [14]. Эозинофилы играют важнейшую роль в поздней 
фазе воспаления при бронхиальной астме (БА) [2, 8, 10].

Воспаление при БА сопровождается эозинофильной ин­
фильтрацией дыхательных путей, причем существует поло­
жительная корреляция между содержанием эозинофилов в 
стенке бронхов и степенью тяжести заболевания [4]. Эози­
нофилы могут модулировать воспалительный процесс, про­
дуцируя большое количество факторов, таких как токсиче­
ские основные (щелочные) белки, липидные медиаторы, ци­
токины и супероксид-анионы. Несмотря на то, что эозинофи­
лию давно связывают с воспалением, молекулярные меха­
низмы, быстро и специфически регулирующие уровень эози­
нофилии, остаются малоизученными.

В связи с тем, что различные изоформы α-субъедини­
цы рецептора ИЛ-5  могут  по-разному влиять  на  эффекты 
ИЛ-5  в  отношении  эозинофилов,  представляется  актуаль­
ным оценить особенности экспрессии гена  α-субъединицы 
рецептора ИЛ-5 в крови и мокроте пациентов с различной 
степенью тяжести БА.

Материал и методы
В  ходе  выполнения  работы  было  обследовано  

154  человека  в  возрасте  от  7  до  64  лет,  в  том  числе  
30 здоровых и 124 больных БА с легкой, среднетяжелой и 
тяжелой формой. В исследование было включено сопоста­
вимое количество лиц мужского и женского пола. Продолжи­
тельность заболевания пациентов на момент включения в 
исследование  составила  в  среднем  (12,3 ± 4,8) года.  Ни 
один из включенных в исследование пациентов ранее не по­
лучал  систематической  противовоспалительной  терапии  с 
регулярным использованием ингаляционных глюкокортико­
стероидов. Предварительно все обследуемые были разделе­
ны на три возрастные группы: 7–15 лет, 16–25 лет и старше 25 
лет.  Однако при оценке основных исследуемых параметров 
(экспрессия мРНК мИЛ-5Рα и рИЛ-5Рα) не было установлено 
межгрупповых различий по возрасту. Кроме того, по данным 
показателям не было выявлено различий между мужчинами и 

женщинами. Такие результаты позволили проводить сравни­
тельный анализ данных только с учетом тяжести заболевания.

Верификация диагноза и определение степени тяжести 
заболевания проведены в соответствии с критериями доку­
мента GINA (2002) [7]. На основании этого документа были 
сформированы критерии включения и исключения для ис­
следуемых и контрольной групп. Все пациенты имели не ме­
нее чем шестимесячный подтвержденный анамнез БА. Кро­
ме того, у всех пациентов были определены положительные 
аллергопробы с одним и более аэроаллергенами.

До  включения  в  исследуемые  группы  пациенты  
не имели острых респираторных заболеваний и в течение 
4 нед,  предшествовавших началу исследования, не прини­
мали следующие препараты: глюкокортикостероиды (систем­
ные, ингаляционные, топические),  антилейкотриеновые, про­
лонгированные  теофиллины,  пролонгированные  β2-агони­
сты, кромогликат натрия, недокромил натрия, омализумаб.

Исследования были проведены при первичном обраще­
нии к врачу (в период обострения) и спустя 12 нед после ле­
чения (в  стадию ремиссии).  Фазы обострения и ремиссии 
были подтверждены клиническим диагнозом врача и данны­
ми функциональных тестов (ОФВ1 – объем форсированного 
выдоха за 1 с,  ПСВ – пиковая скорость выдоха).  Функцию 
легких  оценивали  с  помощью  спирографа  «MasterScope» 
(«Erich Jaeger GmbH», Германия). Терапию назначали в со­
ответствии со степенью тяжести заболевания: при легкой БА 
суточная доза флютиказона пропионата составляла 250 мкг, 
при среднетяжелой астме – 500 мкг, при тяжелой – 750 мкг.

Объектом исследования служили индуцированная мо­
крота и мононуклеары периферической крови, которые по­
лучали в период обострения и ремиссии. Индуцированную 
мокроту  получали  после  ингаляции  
с 3–5%-м гипертоническим солевым раствором в течение 5–
30 мин по методике Попова [12]. Образцы мокроты объемом 
до 2 мл собирали в пластиковые контейнеры, помещали в лед 
и  в  течение  2 ч  замораживали  
при температуре –70 °С. Перед исследованием мокроту обра­
батывали муколизином (раствор  дитиотриола,  Центральный 
НИИ эпидемиологии МЗ РФ, г. Москва) согласно приложенной 
инструкции. Отбирали по 50 мкл суспензии клеток на анализ.

Периферическую  кровь  забирали  из  локтевой  вены 
утром натощак в стерильную пробирку, смешивали с 3%-м 
ЭДТА (4:1), инкубировали 45–60 мин при температуре 37 °С. 
Образовавшийся над эритроцитами слой плазмы осторожно 
собирали пастеровской пипеткой и переносили в  стериль­
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ную пробирку. Добавляли 0,9%-й NaCl (1:1) и центрифугиро­
вали  при  10 000 об./мин  
в течение 10 мин. Затем удаляли супернатант и повторяли 
процедуру. Супернатант сливали, осадок клеток использова­
ли для дальнейшего исследования.

Выделение тотальной РНК проводили с использованием 
набора  для  выделения  ДНК  и  РНК  на  колонках  «QIAGEN 
RNA/DNA»  («QIAGEN»,  Германия)  согласно  приложенной 
инструкции. Реакцию амплификации проводили в микроцен­
трифужных пробирках типа «Eppendorf»  объемом 0,5 мл на 
автоматическом амплификаторе «Терцик» (ООО «ДНК-техно­
логия», г. Москва). РТ-ПЦР (reverse transcription PCR) прово­
дили с использованием набора «Titan One Tube RT-PCR Sys­
tem» («Roche Diagnostics GmbH», Германия) согласно прило­
женной инструкции.  Использование данного набора позво­
ляет  проведение  One-Step РТ-ПЦР  (реакция  обратной 
транскрипции с мРНК и амплификация кДНК в одной про­
бирке «в один шаг»). Такая реакция основана на принципе 
совместного использования  AMV-ревертазы и  Taq ДНК-по­
лимеразы.

В настоящее время, по данным NCBI, существует семь 
известных последовательностей мРНК  α-субъединицы ре­
цептора ИЛ-5 [6]. Четыре из них кодируют растворимую изо­
форму рецептора,  три –  мембраносвязанную.  В представ­
ленном исследовании дизайн праймеров был выполнен та­
ким образом,  что одна пара праймеров была специфична 
для  мРНК  всех  растворимых  изоформ,  а  другая  пара 
праймеров – для мРНК всех мембраносвязанных.

Для  выполнения  РТ-ПЦР  использовали  следующие 
праймеры:

для мРНК мИЛ-5Рα (размер продукта – 550 п.о.) –
прямой – 

5′-GCC CTT CAC GCC ATT GAT CAT-3′;

обратный – 
5′-ATC CTC CAG GGT CTC AAC TCC –3′;

для мРНК рИЛ-5Рα (S1) (размер продукта – 500 п.о.) – 
прямой – 

5′-TTG CTC TAC TAT AGG TAT GGC-3′; 
обратный – 

5′-TCT TGA GAA CCC CAT ATC GAT-3′.
Полуколичественную оценку экспрессии мРНК проводи­

ли в сравнении с экспрессией гена глицеральдегид-3-фос­
фат дегидрогеназы (GAPDH), для чего были подобраны сле­
дующие праймеры: 
прямой – 

5′-GGG AAG CTC ACT GGC ATG GCC TTC C-3′;
обратный – 

5′-CAT GTG GGC CAT GAG GTC CAC CAC-3′.
Ген этого фермента относится к  постоянно экспрессирую­
щим (house keeping) генам, и его экспрессия является ста­
бильной и постоянной во всех клетках организма. Электро­
форез  ПЦР-продуктов  проводили  в  2%-м  агарозном  геле. 
Изображения электрофореграмм получали с использовани­
ем стационарной видеосистемы и обрабатывали при помо­
щи адаптированной компьютерной программы «Biotest D» с 
целью  получения  количественной  информации  по  каждой 
пробе. В каждой серии экспериментов результат оценки экс­
прессии мРНК ГАФД принимали в качестве эталонной про­
бы, а количественное значение – за 100%. Количественные 
значения остальных проб в серии экспериментов оценивали 
относительно эталонной пробы и выражали в процентах.

Все праймеры были синтезированы на автоматическом 
ДНК-синтезаторе («Биосет», г. Новосибирск).

Математические расчеты проводили с помощью пакета 
программ Statistica for  Windows 5.0.  Вычисляли медиану и 
квартели. Выявление межгрупповых различий проводили по 
критерию Краскала–Уоллиса с применением поправки Бон­
ферони. В связи с тем, что распределение полученных циф­
ровых данных не соответствовало нормальному, использо­
вали непараметрический  U-критерий Манна–Уитни для не­
зависимых совокупностей. Для оценки различий зависимых 
совокупностей использовали парный критерий Вилкоксона.

Результаты и обсуждение
Данные,  полученные  при  оценке  экспрессии  

мИЛ-5Рα,  рИЛ-5Рα в  мокроте  и  периферической  крови 
больных БА различной степени тяжести, представлены в та­
блице.

Экспрессия мРНК мембраносвязанной изоформы α-субъединицы рецептора ИЛ-5 (мИЛ-5Рα), растворимой изоформы α-субъединицы рецептора ИЛ-
5 (рИЛ-5Рα) в сыворотке крови и мокроте у пациентов с БА различной степени тяжести в период обострения и ремиссии

Показатель Период
Степень тяжести БА

Легкая
(n = 22) р р*

Среднетяжелая
(n = 17) р р* Тяжелая

(n = 85) р р*

Контрольная 
группа
(n = 30)
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мРНК
рИЛ-5Рα, % 
(перифериче­
ская кровь)

О 32
(31–36)

Р 26,5
(25–28)

0,001

р1 = 0,002
р2 < 0,001

31
(25–35)

р1 = 0,002
р2 < 0,001

27
(26–31)

0,615

р1 = 0,003
р2 < 0,001

14
(11–18)

р1 = 0,002
р2 < 0,001

41
(36–44)

< 0,001

р1 = 0,004

р1 = 0,001
7

(5–11)

мРНК
рИЛ-5Рα, % 
(мокрота)

О 25,5
(22–36)

Р 39,5
(37-44,5)

0,017

р1 = 0,021
р2 = 0,001

25
(23–26)

р1 = 0,007
р2 < 0,001

39
(35–41)

0,008

р1 = 0,038
р2 = 0,005

17
(15–20)

р1 = 0,005
р2 < 0,001

21,5
(18–25)

0,001

Достоверные раз­
личия 

отсутствуют 
То же

16
(12–21)

мРНК
мИЛ-5Рα,% 
(перифериче­
ская кровь)

О 17,5
(16–23)

Р 23
(22–25)

0,001

р1 = 0,002
р2 < 0,001

21
(16–29,5)

р1 = 0,002
р2 < 0,001

24,5
(22,5–28,5)

0,605

р1 = 0,003
р2 < 0,001

78
(65–84)

р1 = 0,002
р2 < 0,001

58
(48–63)

< 0,001

р1 = 0,001

р1 = 0,001
4

(2–6)

мРНК
мИЛ-5Рα, % 
(мокрота)

О 37
(27,5–41)

Р 33
(27,5–37)

> 0,05

р1 = 0,007
р2 = 0,011

34
(26–37)

р1 = 0,011
р2 = 0,003

35
(28–38)

0,678

р1 = 0,005
р2 = 0,002

45
(36–47)

р1 = 0,005
р2 = 0,001

52
(37–57)

0,001

р1 = 0,001

р1 = 0,001
14

(11–18)

П р и м е ч а н и е .  О – обострение; Р – ремиссия; n – количество обследованных пациентов; р – достоверность различий при сравнении показателей, 
полученных в обострении и ремиссии; р* – достоверность различий при сравнении показателей между исследуемыми группами, указана только для статистиче­
ски значимых различий (р1 – с контролем, р2 – с тяжелой бронхиальной астмой).

Во всех исследуемых случаях обнаружена повышенная 
экспрессия рецептора по сравнению с контролем, исключе­
ние составила экспрессия мРНК рИЛ-5Рα в мокроте боль­
ных с тяжелой степенью БА (ТБА), которая была ниже, чем у 
пациентов с легкой (ЛБА) и среднетяжелой (СБА) степенью 
в период обострения. После лечения эта разница стала еще 
более значимой за счет увеличения уровня мРНК рИЛ-5Рα у 
больных легкой и среднетяжелой БА.

В периферической крови больных ЛБА и СБА в стадии 
обострения  экспрессия  растворимой изоформы рецептора 
была выше, чем у больных с тяжелой степенью БА. В ста­
дии  ремиссии  различия сохранялись,  но  повышенная  экс­
прессия была определена и у  больных ТБА. Уровень экс­
прессии мембраносвязанной изоформы рецептора у боль­
ных ТБА во всех случаях был выше, чем у больных ЛБА и 
СБА. Динамика мРНК изоформ рецептора на фоне лечения 
различалась в зависимости от изучаемого материала. Так, в 
период ремиссии в периферической крови у больных ЛБА 
экспрессия мРНК растворимой изоформы снижалась, у па­
циентов с СБА – не изменялась, с ТБА – повышалась. В мо­
кроте всех пациентов с БА значения этого показателя только 
повышались.

Экспрессия  мРНК  мембраносвязанной  изоформы  ре­
цептора после проведенного лечения повышалась в пери­
ферической крови и не изменялась в мокроте при ЛБА, сни­
жалась в  периферической крови и повышалась в мокроте 
при ТБА. При среднетяжелой БА изменений не зафиксиро­
вано.

В целом после лечения наблюдалось повышение экс­
прессии мРНК растворимой изоформы рецептора (особенно 
в  мокроте)  на  фоне незначительной динамики  экспрессии 
мРНК  мембраносвязанной  изоформы.

Если экспрессию мРНК обеих изоформ α-субъединицы 
рецептора принять за 100%, то процентное распределение 
экспрессии мембраносвязанной и растворимой изоформ не 
будет зависеть от общего количества эозинофилов и может 
быть более  показательной характеристикой  продукции ре­
цептора. В периферической крови процентное распределе­
ние мРНК мИЛ-5Рα и мРНК рИЛ-5Рα при обострении заболе­
вания выглядело следующим образом: для пациентов с ЛБА – 
37 и 63%; для пациентов с СБА – 45,9 и 54,1%; для пациен­
тов  с  ТБА – 79,2  и  20,8% соответственно.  В контрольной 
группе определялось 62,4% растворимой изоформы рецеп­
тора и 37,6% мембраносвязанной. Лечение ингаляционными 
кортикостероидами  привело  к  тому,  что  при  тяжелой  БА 
мембраносвязанной и растворимой изоформ рецептора ста­
ло 58 и 42% соответственно, тогда как для ЛБА и СБА их со­
отношение почти не изменилось. В целом в периферической 
крови экспрессия мРНК мИЛ-5Рα и мРНК рИЛ-5Рα имели 
схожий характер, и только при обострении ТБА наблюдался 
грубый  сдвиг  в  сторону  преимущественного  образования 
мембраносвязанной изоформы рецептора. 

В индуцированной мокроте процентное распределение 
выглядело по-иному. У пациентов с ЛБА в период обостре­
ния заболевания мРНК рИЛ-5Рα было 44,7%, а в период ре­
миссии – 55%. У пациентов с СБА лечение кортикостероида­
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ми также приводило к относительному повышению экспрес­
сии мРНК растворимой изоформы рецептора от 43,3% при 
обострении до 54,6% в период ремиссии. И только при ТБА 
как в обострении, так и в ремиссии относительная экспрес­
сия мРНК мембраносвязанной и растворимой изоформ оста­
валась на уровне 70–30%.

Можно заметить, что динамика соотношения форм ре­
цептора на фоне лечения наблюдалась в периферической 
крови у пациентов с тяжелой формой заболевания и в мо­
кроте у пациентов с легкой и среднетяжелой БА преимуще­
ственно за счет повышения экспрессии мРНК растворимой 
изоформы. У пациентов с ТБА в мокроте значительного по­
вышения экспрессии мРНК рИЛ-5Рα не наблюдалось, при 
этом экспрессия мРНК мИЛ-5Рα в стадии ремиссии не толь­
ко не снижалась по сравнению с обострением, но, напротив, 
повышалась. В связи с этим к особенностям ТБА можно от­
нести повышенную экспрессию мембраносвязанной изофор­
мы рецептора по отношению к экспрессии растворимой изо­
формы, которая наблюдается в период обострения и ремис­
сии заболевания. 

Выводы
Таким образом, обострение БА характеризуется измене­

нием продукции изоформ рецептора. Действие ингаляционных 
кортикостероидов приводит к восстановлению механизмов ре­
гуляции в случае легкой и среднетяжелой БА, что выражается 
в  повышении экспрессии мРНК рИЛ-5Рα и снижении мРНК 
мИЛ-5Рα, тогда как при тяжелой БА этот процесс менее выра­
жен. Ранее проведенные исследования показали значитель­
ное повышение продукции самого цитокина ИЛ-5 при БА [1]. 
Очевидно, что воспаление при астме связано с дисрегуляцией 
цитокинового звена, контролирующего эозинофилию, причем 
данное нарушение наблюдается как на уровне образования 
самого цитокина, так и его рецептора и наиболее выражено 
при тяжелой БА.
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