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РЕЗЮМЕ. Введение. Поддерживая оптимальный трансмембранный электрохимический градиент (ΔΨm), не 
допускающий избыточного образования активных форм кислорода (АФК), митохондрии обеспечивают энергети-
ческий гомеостаз клетки. Однако в условиях патологии нормальная работа митохондрий нарушается, что может 
приводить к дефициту АТФ и/или повышенной продукции АФК. Цель. Изучить показатели ΔΨm и их взаимосвязь 
с экспрессией каналов TRP в лейкоцитах периферической крови у больных хронической обструктивной болезнью 
легких (ХОБЛ). Материалы и методы. В исследование было включено 23 больных ХОБЛ различной степени тя-
жести, 8 курящих лиц без признаков бронхиальной обструкции и 9 здоровых, никогда не куривших добровольцев. 
Всем испытуемым проведена спирометрия для оценки вентиляционной функции легких. Уровень ΔΨm опреде-
ляли, окрашивая клетки этиловым эфиром тетраметилродамина (TMRE) и измеряя флуоресцентный сигнал с по-
мощью проточной цитометрии, в базальных условиях и на фоне провоспалительной стимуляции с 
форбол-12-миристат-13-ацетатом (PMA). Результаты. Мы обнаружили, что больные ХОБЛ характеризуются 
значимым увеличением базального ΔΨm моноцитов (161,8 [153,8; 206,8] против 129,3 [75,5; 161,8], p=0,03) и лим-
фоцитов (209,7 [184,7; 257,8] против 122,5 [67,9; 164,3], p=0,003) по сравнению с лицами контрольной группы. 
Стимуляция клеток PMA приводила к разнонаправленным изменениям ΔΨm, при этом его увеличенный уровень 
при ХОБЛ сохранялся. В моноцитах больных ХОБЛ чаще отмечалось снижение ΔΨm в ответ на стимуляцию PMA 
(75%), тогда как у большинства (53,9%) лиц контрольной группы ΔΨm, напротив, возрастал (p=0,08). Кроме того, 
среди больных ХОБЛ возрастание ΔΨm в моноцитах сопровождалось повышенной экспрессией TRPV4, а в группе 
контроля у лиц с положительной динамикой ΔΨm экспрессия TRPV4 была, наоборот, снижена. Заключение. По-
вышенный уровень ΔΨm в мононуклеарах больных ХОБЛ согласуется с обнаруженным ранее увеличением про-
дукции АФК, однако не поддерживает предположение о наличии энергетического дефицита в клетках. Выявленные 
различия во взаимосвязи экспрессии TRPV4 с динамикой ΔΨm могут свидетельствовать о наличии патологических 
особенностей сигналинга каналов TRP у больных ХОБЛ. 
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SUMMARY. Introduction. Mitochondria provide energy homeostasis of the cell by maintaining an optimal trans-
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membrane electrochemical gradient (ΔΨm), which does not allow excessive formation of reactive oxygen species (ROS). 
However, under conditions of pathology, the normal functioning of mitochondria is disrupted, which can lead to ATP de-
ficiency and/or increased production of ROS. Aim. The aim of this study was to investigate the ΔΨm parameters and their 
relationship with the expression of TRP channels in peripheral blood leukocytes of patients with chronic obstructive pul-
monary disease (COPD). Materials and methods. The study included 23 patients with COPD of varying severity, 8 
smokers without signs of bronchial obstruction and 9 healthy volunteers who had never smoked. All subjects underwent 
spirometry to assess the lung function. ΔΨm was determined by staining the cells with tetramethylrhodamine ethyl ester 
(TMRE) and measuring the fluorescent signal by flow cytometry, under basal conditions and pro-inflammatory stimulation 
with phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA). Results. We found that COPD patients were characterized by a significant 
increase in basal ΔΨm of monocytes (161.8 [153.8; 206.8] vs. 129.3 [75.5; 161.8], p=0.03) and lymphocytes (209,7 [184.7; 
257.8] vs. 122.5 [67.9; 164.3], p=0.003) as compared with the control group. Stimulation of cells with PMA led to multi-
directional changes in ΔΨm, while its increased level was still preserved in COPD. In monocytes of COPD patients, a de-
crease in ΔΨm in response to PMA stimulation was prevalent (75%), while in the majority (53.9%) of individuals in the 
control group ΔΨm, on the contrary, increased (p=0.08). In addition, among COPD patients, an increase in ΔΨm in mono-
cytes was accompanied by an enhanced expression of TRPV4, while in the control group, among individuals with positive 
dynamics of ΔΨm, TRPV4 expression was, on the contrary, reduced. Conclusion. The increased level of ΔΨm in the 
mononuclears of COPD patients is consistent with previously detected enhanced ROS production, but does not support 
the assumption about energy deficit in the cells. The revealed differences in the relationship between TRPV4 expression 
and ΔΨm dynamics may indicate the presence of pathological features in TRP signaling in COPD patients.  

Keywords: mitochondrial dysfunction, TRP channels, COPD, smoking, leukocytes.

Хроническая обструктивная болезнь легких 
(ХОБЛ) – распространенное заболевание, занимающее 
лидирующие позиции среди причин смертности и эко-
номических потерь. Так, пятилетний уровень смертно-
сти от ХОБЛ среди мужчин и женщин составляет в 
среднем 29,9 и 19,1%, соответственно [1]. Ожидается, 
что к 2050 году распространенность ХОБЛ возрастет 
на 36% и достигнет 645,6 млн человек [2]. При этом 
суммарные мировые экономические потери от заболе-
вания за аналогичный период обойдутся в 4,326 (3,327-
5,516) трлн долларов США [3]. 

Известно, что в патогенезе ХОБЛ, как и при других 
хронических заболеваниях респираторного тракта, 
большое значение играет оксидативный стресс, что 
проявляется повышенным образованием активных 
форм кислорода (АФК). Действительно, ранее мы об-
наружили более высокие внутриклеточные уровни 
АФК в лейкоцитах периферической крови больных 
ХОБЛ по сравнению с лицами, не имевшими призна-
ков бронхиальной обструкции. Курение как таковое 
также способствовало развитию оксидативного 
стресса, что отражалось в повышенном уровне АФК у 
курильщиков по сравнению с некурившими участни-
ками исследования [4]. Учитывая, что основным источ-
ником АФК в клетке являются митохондрии, интерес 
исследователей вызывает изучение функционального 
состояния данных органелл в условиях патологии.  

Установлено, что, являясь энергетическими стан-
циями клетки, митохондрии потребляют до 90% посту-
пающего кислорода. Окисление субстратов (жиров или 
углеводов) генерирует восстановительные эквива-
ленты (NADH и FADH2), которые окисляясь, отдают 
электроны в митохондриальную транспортную цепь, 
состоящую из четырёх типов белковых комплексов, за-
крепленных на внутренней мембране: NADH-коэнзим 
Q редуктазы (I), сукцинат дегидрогеназы (II), коэнзим 

Q-цитохром С редуктазы (III) и цитохром С оксидазы 
(IV). Перемещение электронов в комплексах I, III и IV 
напрямую ассоциировано с перекачкой протонов из 
митохондриального матрикса в пространство между 
наружной и внутренней мембраной. Избыток протонов 
в межмембранном пространстве дает положительный 
заряд по сравнению с матриксом, который становится 
заряжен отрицательно, за счет чего создается электро-
химический протонный градиент или мембранный по-
тенциал митохондрии (ΔΨm), в норме приближенно 
равный 180 мВ. В комплексе V, представленном F1F0 
АТФ-синтазой, протоны переходят обратно из межмем-
бранного пространства в митохондриальный матрикс, 
и их энергия используется для синтеза аденозинтри-
фосфата (АТФ) – основного энергетического субстрата 
для всех клеточных ферментов. В свою очередь, элек-
троны могут случайным образом покидать транспорт-
ную цепь на различных участках, перемещаясь в 
матрикс, и там, реагируя с молекулами кислорода, фор-
мировать супероксид анионы, которые являются корот-
коживущими первичными АФК [5, 6]. С одной 
стороны, более высокий ΔΨm теоретически сопряжен 
с увеличенной способностью производить АТФ, с дру-
гой – при высоких значениях ΔΨm также начинает су-
щественно возрастать продукция АФК. Низкий ΔΨm 
также вреден для клетки, поскольку при этом про-
изводство АТФ и кислородных радикалов недоста-
точно для поддержания биологических процессов на 
должном уровне. Таким образом, оптимальным режи-
мом работы митохондрий можно считать тот, при ко-
тором продукция АТФ не страдает, а образование АФК 
остается на достаточно низком уровне [7]. 

Имеющиеся в литературе данные указывают на ти-
пичное формирование дисфункции митохондрий при 
различных патологических состояниях организма, при 
этом под дисфункцией понимается нарушение нор-
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мального хода любых процессов, связанных с работой 
митохондрий на разных этапах. Примечательно, что 
митохондрии не только являются основными источни-
ками АФК, но и могут служить мишенями для оксида-
тивного повреждения, возникающего за счет разрывов 
и модификаций митохондриальной ДНК, нарушения 
нормальной работы белков, обеспечивающих перенос 
электронов в транспортной цепи и гомеостаз кальция, 
а также сопутствующего возрастания проницаемости 
внутренней мембраны с невозможностью эффективно 
поддерживать протонный градиент [8]. 

В качестве вспомогательных регуляторов функции 
митохондрий могут рассматриваться каналы с транзи-
торным рецепторным потенциалом (TRP). Данные ка-
налы экспрессируются как внеклеточно, на 
плазматической мембране, так и внутриклеточно, на 
различных органеллах. В том числе, TRP были обна-
ружены на митохондриях, где данные каналы во-
влечены в регуляцию гомеостаза кальция. Ряд TRP 
каналов привлекает внимание как сенсоры редокс-ста-
туса и может опосредовать некоторые эффекты окси-
дативного стресса на митохондрии по принципу 
обратной связи. Например, установлено, что такие ка-
налы как TRPV1, TRPV3, TRPV4, TRPA1, TRPM2 и 
TRPC5, TRPM8 являются чувствительными к АФК 
и/или азота [9]. Экспериментальные данные указывают 
на то, что некоторые TRP каналы способны опосредо-
вать митохондриальную дисфункцию, в том числе, ак-
тивируясь локально продуцируемыми АФК. Так, 
обнаружено, что стимуляция TRPM8 приводит к росту 
продукции кислородных радикалов в митохондриях 
при одновременном снижении ΔΨm [10]. C.Tian et al. 
также установили, что TRPA1 опосредует продукцию 
АФК в митохондриях и снижение ΔΨm в макрофагах, 
дифференцированных из клеточной линии THP-1, под 
действием лизофосфатидилхолина [11]. Аналогичные 
эффекты обнаружены для TRPV1: в митохондриях его 
активация сопряжена с нарастанием уровня ионов 
кальция и деполяризацией внутренней мембраны, но 
увеличением митохондриальной продукции АФК [12]. 
В отношении функциональной роли канала TRPV4 на 
митохондриях T-клеток были получены менее одно-
значные результаты. Активация T-клеток сопровожда-
лась накоплением кальция в митохондриях, что 
частично предотвращалось блокированием TRPV4, что 
указывает на вклад данного канала в происходящие из-
менения. В то же время, в покоящихся T-клетках 
TRPV4 оказывал влияние на ΔΨm, при этом активация 
канала вызывала снижение поляризации внутренней 
мембраны и продукции АТФ. В активированных же 
клетках TRPV4 вызывал увеличение синтеза АТФ, но 
не влиял на ΔΨm [13]. 

Целью настоящей работы было исследовать осо-
бенности мембранного потенциала митохондрий во 
взаимосвязи с экспрессией каналов TRPV1, TRPV4, 
TRPM8 и TRPA1 в лейкоцитах периферической крови 
у больных ХОБЛ по сравнению со здоровыми лицами. 

Материалы и методы исследования  
Исследование проводили в соответствии с принци-

пами Хельсинкской декларации «Этические принципы 
проведения медицинских исследований с участием 
людей в качестве субъектов исследования» с поправ-
ками 2013 г. и нормативными документами «Правила 
надлежащей клинической практики в Российской Фе-
дерации», утвержденными Приказом №200н МЗ РФ от 
01.04.2016. Все лица подписывали информированное 
согласие на участие в исследовании в соответствии с 
протоколом, одобренным локальным Комитетом по 
биомедицинской этике Федерального государствен-
ного бюджетного научного учреждения «Дальневос-
точный научный центр физиологии и патологии 
дыхания». 

В исследование было включено 23 больных ХОБЛ 
различной степени тяжести (60,8±1,64 лет), 8 курящих 
лиц без признаков бронхиальной обструкции 
(56,0±3,55 лет) и 9 здоровых, никогда не куривших доб-
ровольцев (50,7±3,18 лет). Больные ХОБЛ были 
значимо старше, чем некурящие лица контрольной 
группы (p=0,006). Все обследованные были лицами 
мужского пола. Большинство (65,2%) больных ХОБЛ 
имели III стадию заболевания согласно GOLD, в мень-
шей степени были представлены больные с I-II (26%) 
и IV стадией (8,8%). Индекс курения в группе больных 
ХОБЛ составил 40,0 (30,0; 60,0) пачка-лет, в группе 
здоровых курильщиков – 31,5 (23,5; 35,0) пачка-лет 
(p=0,07). 

С целью оценки степени бронхиальной обструкции 
всем больным было выполнено спирометрическое ис-
следование на аппарате Easy on-PC (nddMedizintechnik 
AG, Швейцария) на фоне действия бронхолитика. 

Периферическую венозную кровь отбирали в про-
бирку, содержащую ЭДТА, эритроциты лизировали 15 
минут с буфером BD Pharm Lyse (BD Biosciences, 
США) и однократно отмывали фосфатно-солевым бу-
фером для получения суспензии лейкоцитов. Осадок 
лейкоцитов ресуспендировали в растворе солей Хэнкса 
(HBSS) без фенолового красного, содержащем 100 нМ 
этилового эфира тетраметилродамина (TMRE, ООО 
«Люмипроб РУС», Россия). TMRE – положительно за-
ряженный липофильный флуоресцентный краситель, 
который, проникая в клетку, накапливается в отрица-
тельно заряженном матриксе митохондрий. Таким об-
разом, концентрация красителя в митохондриях и 
уровень измеряемого сигнала прямо пропорциональны 
величине ΔΨm. К дополнительной аликвоте клеток до-
бавляли форбол-12-миристат-13-ацетат (PMA) до ко-
нечной концентрации 0,1 нг/мл с целью оценки 
анализируемых параметров на фоне провоспалитель-
ной активации. Клетки инкубировали в термостате при 
37ºC 30 мин., после чего анализировали на проточном 
цитофлуориметре FACSCanto II (Becton Dickinson, 
США). Популяции моноцитов, лимфоцитов и грануло-
цитов гейтировали на графиках FSC и SSC. Величину 
сигнала измеряли на канале PE. Результат выражали в 
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виде нормализованной медианной интенсивности 
флуоресценции (nMFI). Дополнительно рассчитывали 
производные величины – абсолютное и относительное 
(выраженное в процентах от исходного уровня) изме-
нение в уровне сигнала на фоне стимуляции PMA. 

Уровень экспрессии TRP каналов определяли с по-
мощью непрямой проточной цитометрии. Лейкоциты 
фиксировали и пермеабилизировали в буфере, содер-
жащем 3% параформальдегида и 0,5% сапонина в тече-
ние 30 мин. при 4ºС, инкубировали с первичными 
кроличьими поликлональными антителами к TRPA1, 
TRPM8, TRPV1, TRPV4 (Alomone Labs, Израиль) или 
изотопическими антителами в эквивалентной концент-
рации, а затем с вторичными антителами к IgG кро-
лика, конъюгированными с Alexa Fluor 647 (Abcam, 
Великобритания). Величину экспрессии белков TRP 
определяли по сравнению с соответствующим изоти-
пическим контролем на проточном цитофлуориметре 
FACSCanto II (Becton Dickinson, США) и выражали в 
виде процента положительно окрашенных клеток или 
нормализованной медианной интенсивности флуорес-
ценции (nMFI). 

Статистические расчеты выполняли в программном 
пакете Statistica 12.0 (StatSoft, Inc., США). Все данные 
представлены в формате M±m – среднее арифметиче-
ское и стандартная ошибка среднего, либо Me (Q1; Q3) 

– медиана и межквартильный интервал. Оценку значи-
мости межгрупповых различий для количественных 
переменных выполняли с помощью критерия U 
Манна-Уитни или критерия Вилкоксона (для зависи-
мых выборок). Наличие и силу корреляций оценивали 
с помощью рангового корреляционного коэффициента 
ρ Спирмена. Ассоциации для качественных перемен-
ных определяли с помощью критерия χ2 Пирсона. В ка-
честве критического уровня значимости принимали 
значение 0,05.  

Результаты исследования и их обсуждение  
ХОБЛ была ассоциирована с более высокими ве-

личинами ΔΨm в моноцитах и лимфоцитах по сравне-
нию с клетками лиц, не имевших бронхиальной 
обструкции, как до, так и после стимуляции PMA, при-
чем различия в ΔΨm лимфоцитов были наиболее 
значимыми. При этом уровни ΔΨm в гранулоцитах 
значимо не отличались (табл. 1). Обращает на себя вни-
мание, что в то время как в контрольной группе исход-
ный ΔΨm в гранулоцитах был выше, чем в моноцитах 
и лимфоцитах, среди больных ХОБЛ гранулоциты от-
личались наиболее низкими значениями ΔΨm. Также, 
гранулоциты как больных лиц, так и группы контроля, 
реагировали на стимуляцию PMA заметным сниже-
нием ΔΨm.

Таблица 1 
Показатели мембранного потенциала митохондрий (ΔΨm) в лейкоцитах периферической крови больных 

ХОБЛ и лиц контрольной группы в базальных условиях и на фоне стимуляции PMA 

Примечание. Здесь и в таблице 2: ps – значимость различий ΔΨm в стимулированных и нестимулированных 
клетках.

Показатель (nMFI) Больные ХОБЛ (n=23)
Лица без бронхиальной  

обструкции (n=17)
Значимость различий  

(p)

ΔΨm, моноциты 161,8 (153,8; 206,8) 129,3 (75,5; 161,8) 0,03

ΔΨm + PMA, моноциты
172,6 (151,3; 190,1) 107,2 (64,7; 160,6)

0,04
ps=0,03 ps=0,87

ΔΨm, лимфоциты 209,7 (184,7; 257,8) 122,5 (67,9; 164,3) 0,003

ΔΨm + PMA, лимфоциты
204,3 (176,4; 234,8) 105,4 (75,6; 152,3)

0,008
ps=0,09 ps=0,68

ΔΨm, гранулоциты 132,5 (71,7; 234,5) 194,0 (90,4; 232,4) 0,73

ΔΨm + PMA, гранулоциты
81,8 (50,3; 181,6) 123,6 (67,8; 195,6)

0,37
ps=0,005 ps=0,04

При том, что статистически значимые различия 
между ΔΨm лейкоцитов куривших и не куривших лиц 
без бронхиальной обструкции отсутствовали, можно 
заметить, что медианные значения ΔΨm в моноцитах 
и лимфоцитах были выше у курильщиков, а ΔΨm гра-

нулоцитов, напротив, снижалась при курении (табл. 2). 
Воздействие PMA не приводило к достоверным изме-
нениям ΔΨm, хотя для гранулоцитов прослеживалась 
отрицательная динамика ΔΨm вне зависимости от ста-
туса курения.
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Мы не выявили статистически значимых различий 
в абсолютной и относительной реакции ΔΨm на PMA 
между больными ХОБЛ и лицами контрольной группы 
(табл. 3). Несмотря на это, в моноцитах и, в особенно-
сти, в лимфоцитах больных ХОБЛ ΔΨm имел большее 

свойство снижаться в ответ на стимуляцию. При этом 
для гранулоцитов амплитуда снижения ΔΨm была при-
близительно одинаковой как среди больных, так и 
среди здоровых лиц, не имевших бронхиальной об-
струкции.

Таблица 2 
Показатели мембранного потенциала митохондрий (ΔΨm) в лейкоцитах периферической крови  

курильщиков без бронхиальной обструкции и никогда не куривших здоровых добровольцев в базальных 
условиях и на фоне стимуляции PMA 

Показатель (nMFI)
Курильщики без  
бронхиальной  

обструкции (n=8)

Никогда  
не курившие лица (n=9)

Значимость различий  
(p)

ΔΨm, моноциты 129,8 (91,4; 149,6) 107,1 (75,5; 164,9) 0,99

ΔΨm + PMA, моноциты
140,8 (57,7; 162,8) 99,2 (65,4; 160,6)

0,96
ps=0,67 ps=0,37

ΔΨm, лимфоциты 130,6 (91,3; 169,9) 100,4 (67,9; 164,3) 0,67

ΔΨm + PMA, лимфоциты
127,8 (75,3; 151,3) 103,5 (75,6; 163,7)

0,67
ps=0,88 ps=0,67

ΔΨm, гранулоциты 163,8 (57,6; 233,7) 206,0 (94,4; 232,4) 0,54

ΔΨm + PMA, гранулоциты
136,9 (60,9; 209,6) 122,2 (67,8; 195,6)

0,99
ps=0,16 ps=0,14

Таблица 3 
Абсолютная и относительная динамика показателей мембранного потенциала митохондрий (ΔΨm) в  

лейкоцитах периферической крови больных ХОБЛ и лиц контрольной группы в ответ на стимуляцию 
PMA 

Показатель Больные ХОБЛ (n=23)
Лица без бронхиальной 

обструкции (n=17)
Значимость  
различий (p)

Динамика ΔΨm абс. (моноциты) -4,1 (-8,9; -0,2) 0,1 (-10,1; 6,8) 0,31

Динамика ΔΨm отн. (моноциты) -3,4 (-7,9; -0,04) 0,1 (-13,4; 8,9) 0,39

Динамика ΔΨm абс. (лимфоциты) -9,5 (-22,1; 5,3) 1,4 (-6,0; 11,4) 0,14

Динамика ΔΨm отн. (лимфоциты) -7,2 (-11,7; 2,7) 1,1 (-3,8; 9,5) 0,18

Динамика ΔΨm абс. (гранулоциты) -30,7 (-52,9; -2,7) -27 (-53,3; -8,6) 0,96

Динамика ΔΨm отн. (гранулоциты) -22,6 (-49,7; -3,6) -20,9 (-55,2; -5,1) 0,87

Среди лиц без бронхиальной обструкции не обна-
руживалось достоверных различий динамики ΔΨm в 

ответ на стимуляцию PMA (табл. 4).

Показатель
Курильщики без  

бронхиальной обструкции 
(n=8)

Никогда 
не курившие лица  

(n=9)

Значимость  
различий (p)

Динамика ΔΨm абс. (моноциты) 5,1 (-10,7; 16,3) -0,9 (-10,1; 1,2) 0,28

Динамика ΔΨm отн. (моноциты) 6,6 (-14,7; 10,7) -0,6 (-13,4; 3,7) 0,32

Динамика ΔΨm абс. (лимфоциты) 1,8 (-12,1; 13,0) -0,7 (-2,8; 4,4) 0,96

Динамика ΔΨm отн. (лимфоциты) 3,1 (-16,3; 10,1) -0,4 (-3,0; 6,2) 0,96

Динамика ΔΨm абс. (гранулоциты) -31,4 (-42,1; -10,9) -22,6 (-78,6; -2,4) 0,81

Динамика ΔΨm отн. (гранулоциты) -17,2 (-46,8; -4,1) -25,0 (-55,2; -5,1) 0,89

Таблица 4 
Абсолютная и относительная динамика показателей мембранного потенциала митохондрий (ΔΨm) в  

лейкоцитах периферической крови курильщиков без признаков бронхиальной обструкции и здоровых 
некуривших лиц в ответ на стимуляцию PMA 
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С целью более точной характеристики динамики 
ΔΨm мы проанализировали индивидуальную направ-
ленность изменений данного показателя в исследуе-
мых подгруппах как качественный признак. Было 
установлено, что в моноцитах большинства (75%) 
больных ХОБЛ ΔΨm снижался в ответ на стимуляцию, 
тогда как у большей части (53,9%) лиц контрольной 
группы он, напротив, возрастал. Различия не были ста-
тистически значимы, но характеризовались как тенден-
ция (p=0,08). В лимфоцитах направленность динамики 
ΔΨm практически полностью воспроизводила особен-
ности, наблюдаемые в моноцитах: для ХОБЛ было в 
большей степени характерно снижение показателя 
(70%), в то время как у лиц без бронхиальной обструк-
ции он чаще (52,9%) увеличивался (p=0,16). В отличие 
от моноцитов и лимфоцитов, стимуляция гранулоцитов 
не приводила к появлению каких-либо особенностей в 
динамике ΔΨm, которые позволили бы отличить боль-
ных ХОБЛ от здоровых лиц. В группах ХОБЛ и лиц без 
бронхиальной обструкции ΔΨm в гранулоцитах сни-
жался на 80 и 82,3% случаев, соответственно (p=0,86). 
При сравнении качественной динамики ΔΨm в лейко-
цитах курильщиков без бронхиальной обструкции и 
никогда не куривших лиц статистически значимых раз-
личий найдено не было. 

Исследуя взаимосвязь экспрессии каналов TRP с 
ΔΨm и его динамикой на фоне стимуляции PMA, мы 
обнаружили ряд ассоциаций. В моноцитах больных 
ХОБЛ наиболее значимые корреляции были найдены 
между абсолютной или относительной динамикой 
ΔΨm и экспрессией TRPV4 (ρ=0,47, p=0,07 и ρ=0,55, 
p=0,03, соответственно). Кроме этого, мы заметили, 
что больные, у которых ΔΨm возрастал в ответ на сти-
муляцию, отличались более высокой экспрессией ка-
налов TRPV4 (74,0 [60,3; 87,8]% против 45,8 [33,8; 
60,9]%, p=0,05) и TRPA1 (99,9 [99,6; 100,0]% против 
99,0 [98,3; 99,5]%, p=0,03) по сравнению с теми, у кого 
ΔΨm снижался. В лимфоцитах больных ХОБЛ подоб-
ная взаимосвязь была установлена для канала TRPV1 
(ρ=0,55, p=0,03 и ρ=0,56, p=0,02 для абсолютной и от-
носительной динамики ΔΨm, соответственно). Анало-
гичным образом, экспрессия TRPV1 была выше среди 
тех, у кого отмечался прирост значения ΔΨm (99,3 
[98,5; 99,5]% против 97,9 [95,0; 98,3]%, p=0,04). В от-
личие от моноцитов и лимфоцитов, на гранулоцитах не 
было найдено корреляций экспрессии TRP со значе-
ниями и динамикой ΔΨm.  

Несмотря на то, что в контрольной группе не было 
обнаружено значимых взаимосвязей экспрессии TRP 
каналов с динамикой ΔΨm, что может быть обуслов-
лено малой численностью группы, у здоровых лиц, в 
отличие от больных ХОБЛ, корреляционные отноше-
ния TRPV1 или TRPV4 с динамикой ΔΨm были обрат-
ными. Кроме того, в моноцитах лиц контрольной 
группы экспрессия TRPV4, напротив, была выше у об-
следованных со снижением ΔΨm в ответ на PMA (66,8 
[6,6; 68,4]% против 6,2 [0,8; 26,1]%, p=0,23), а при ана-

лизе значений nMFI различия демонстрировали устой-
чивую тенденцию (1,97 [1,37; 2,43] против 1,14 [0,90; 
1,51], p=0,07).  

Показатели ΔΨm и их производные в лейкоцитах 
больных ХОБЛ не были связаны с индексом курения, 
тяжестью заболевания и степенью бронхиальной об-
струкции. 

Таким образом, в проведенном исследовании мы не 
выявили снижения ΔΨm в лейкоцитах больных лиц, 
напротив, он был значимо выше, чем в группе конт-
роля. Несмотря на отсутствие достоверных различий, 
у курильщиков ΔΨm также был выше, чем у некуря-
щих лиц контрольной группы, но ниже по сравнению 
с больными ХОБЛ. С одной стороны, полученные ре-
зультаты согласуются с ранее выявленным увеличе-
нием продукции АФК в лейкоцитах при ХОБЛ [4]. 
Кроме того, можно выдвинуть предположение о при-
чинном факторе и сигнальном механизме, индуцирую-
щих обнаруженные отклонения. Так, известно, что 
вентиляционные нарушения у больных ХОБЛ сопро-
вождаются развитием хронической гипоксии. O.Pak et 
al. экспериментально показали, что гипоксия приводит 
к даунрегуляции UCP2 – белка, снижающего ΔΨm, 
продукцию АФК и разобщающего окислительное фос-
форилирование и синтез АТФ. Ожидаемо, наряду со 
сниженной экспрессией UCP2, авторы обнаружили по-
вышение ΔΨm и продукции АФК в гладкомышечных 
клетках легочной артерии под действием гипоксии 
[14]. Наконец, у больных ХОБЛ действительно было 
обнаружено опосредованное гипоксией снижение экс-
прессии UCP2 [15]. Все эти данные в совокупности 
поддерживают и объясняют найденное нами увеличе-
ние ΔΨm в лимфоцитах и моноцитах, а также продук-
цию АФК у больных ХОБЛ. 

С другой стороны, в литературе имеются и альтер-
нативные наблюдения, указывающие на снижение 
энергетического потенциала митохондрий при ХОБЛ. 
Например, в митохондриях скелетных и дыхательных 
мышц больных ХОБЛ было отмечено значимое сниже-
ние потребления кислорода и продукции АТФ на фоне 
повышенного образования АФК [16]. Мононуклеары 
больных ХОБЛ также отличались сниженным потреб-
лением кислорода и образованием АТФ, при этом не-
посредственного измерения ΔΨm в клетках не 
проводили [17]. Кроме этого, в мононуклеарах при 
ХОБЛ отмечали снижение концентрации супероксид-
дисмутазы, сукцинатдегидрогеназы и сукцината, что 
свидетельствует о нарушении антиоксидатной защиты 
и энергообмена в митохондриях [18]. 

В своем эксперименте для дополнительной стиму-
ляции клеток мы использовали PMA, эффект которого 
опосредован активацией протеинкиназы C (PKC). Дан-
ный выбор обоснован патогенетической значимостью 
PKC при ХОБЛ. Показано, что ингибирование PKC эф-
фективно предотвращает индуцированную действием 
TNFα и опосредованную NF-κB продукцию таких ме-
диаторов воспаления, как CCL2, CCL20, CSF2, CXCL1, 
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CXCL10, IL1β и TNFα, в линии макрофагов U937 [19]. 
Таким образом, действие PMA на клетки можно рас-
сматривать как модель обострения заболевания.  

Несмотря на то, что изменение ΔΨm под действием 
PMA было разнонаправленным, после стимуляции мо-
нонуклеары больных ХОБЛ по-прежнему отличались 
повышенными значениями ΔΨm. Тем не менее, мы об-
наружили, что у большинства больных ХОБЛ актива-
ция PKC приводила к некоторому снижению ΔΨm в 
моноцитах, и, в меньшей мере, в лимфоцитах, тогда 
как у лиц контрольной группы подобная отрицательная 
динамика наблюдалась существенно реже. При этом 
интересно, что даже на фоне снижения ΔΨm продук-
ция АФК все равно нарастала у всех обследованных. 
Полученные результаты подтверждаются данными 
Y.Wang et al., которые показали, что PMA индуцирует 
перераспределение альфа и дельта изоформ PKC в ми-
тохондрии, что сопровождается снижением ΔΨm, ак-
тивности комплекса I и пируват дегидрогеназы, а также 
повышенной продукцией АФК [20]. В целом, необхо-
димо заметить, что представления о том, что интенсив-
ность генерации АФК напрямую зависит от величины 
ΔΨm, верны лишь отчасти. Продукция АФК также 
может возрастать и при снижении ΔΨm, что, вероятно, 
опосредуется белками MPT (mitochondrial permeability 
transition pore) и IMAC (inner membrane anion channel). 
Данные каналы, расположенные на внутренней мем-
бране, способны активироваться в условиях нарас-
тания уровня АФК, при этом ΔΨm снижается. Их 
неконтролируемое открытие приводит к апоптозу, в то 
время как контролируемое или частичное увеличение 
проницаемости помогает снизить перегрузку мито-
хондрий ионами кальция, и, тем самым, предотвратить 
гибель клетки [21, 22]. Таким образом, у больных 
ХОБЛ на фоне исходного увеличения ΔΨm и продук-
ции АФК, дальнейшая стимуляция клеток, вероятно, 
приводит к облегченной активации MPT/IMAC, что 
позволяет спасти клетки от апоптоза, однако провоци-
рует дополнительный выброс АФК и может сопровож-
даться каскадной деполяризацией митохондрий [23]. 

Мы установили, что направленность изменений 
ΔΨm в ответ на PMA имеет определенные взаимосвязи 
с экспрессией каналов TRP, при этом данные взаимо-
связи различны у больных ХОБЛ и здоровых лиц. В 
особенности были заметны корреляции с динамикой 
ΔΨm для TRPV4 на моноцитах и TRPV1 на лимфоци-
тах. Известно, что PMA, активируя PKC, способствует 
фосфорилированию остатков Ser502 и Ser801 в амино-
кислотной последовательности TRPV1 и остатков 

Ser162, Thr175 и Ser189 в последовательности TRPV4, 
что приводит к сенсибилизации данных катионных ка-
налов. Аналогичным эффектом обладает АТФ, дей-
ствуя через P2Y2 пуринергические рецепторы, а также 
другие медиаторы, способные активировать PKC [24, 
25]. Учитывая способность TRPV1 и TRPV4 снижать 
ΔΨm, можно ожидать увеличения экспрессии данных 
каналов у лиц, для которых характерна деполяризация 
митохондрий под действием PMA, и действительно, 
подобные особенности были обнаружены, но лишь в 
контрольной группе. При этом у больных ХОБЛ мы от-
мечали обратную зависимость, что может свидетель-
ствовать о наличии специфических нарушений 
сигналинга TRP каналов в митохондриях, и, вероятно, 
вносит дополнительный вклад в высокую продукцию 
АФК при данной патологии.  

Выводы  
Ориентируясь на значения ΔΨm, мы не обнаружили 

косвенных признаков дефицита продукции АТФ в лей-
коцитах больных ХОБЛ, при этом увеличение ΔΨm, 
по-видимому, вносит вклад в генерацию высоких уров-
ней АФК. Тем не менее, в теории продукция АТФ 
может страдать в периоды обострений заболевания. 
Кроме этого, дефицит АТФ при повышенном ΔΨm 
может иметь место при дефектах в работе АТФ-син-
тазы, например, при ее ингибировании фактором IF1. 
В этом случае ΔΨm не сможет быть конвертирован в 
АТФ, однако образование АФК будет увеличено. В 
любом случае, в дальнейших исследованиях с целью 
уточнения наличия энергетического дефицита у боль-
ных ХОБЛ предпочтительно использовать методы пря-
мой люминесцентной или флуоресцентной детекции 
уровня АТФ в клетках. Отдельного внимания заслужи-
вает выяснение особенностей сигналинга каналов 
TRPV1 и TRPV4 у больных ХОБЛ и их роли в регуля-
ции работы митохондрий в условиях хронического вос-
паления и гипоксии.  
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