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РЕЗЮМЕ. Введение. Известно, что моноциты и дифференцирующиеся из них макрофаги играют важную 
роль в развитии хронической обструктивной болезни легких (ХОБЛ). Ранее мы установили, что каналы TRPV1, 
чувствительные к сигаретному дыму, имеют более высокую экспрессию на моноцитах и макрофагах больных 
ХОБЛ. Цель. Исследовать влияние хронической активации TRPV1 на дифференцировку моноцитов в макрофаги 
in vitro. Материалы и методы. В исследование были включены 11 больных ХОБЛ и 7 здоровых некуривших доб-
ровольцев (контроль). Моноциты получали из мононуклеаров периферической крови методом адгезии к пластику. 
Культивирование клеток производили на протяжении 10 дней в присутствии гранулоцитарно-макрофагального 
колониестимулирующего фактора (GM-CSF) либо GM-CSF и агониста TRPV1 капсаицина. На 11 день выполняли 
стимуляцию клеток липополисахаридами (LPS). Экспрессию генов факторов транскрипции STAT1, STAT6, IRF3, 
JUN, MAF, RELA, цитокинов IL1B, IL6, IL8 и трех референсных генов B2M, RACK1 и HPRT1 оценивали методом 
количественной ПЦР с обратной транскрипцией. Результаты. Исходно в макрофагах больных ХОБЛ, дифферен-
цированных в присутствии GM-CSF, была увеличена экспрессия STAT1 (в 2,98 раз, p=0,03) и JUN (в 1,6 раз, p=0,02). 
Стимуляция LPS сопровождалась апрегуляцией IRF3 (в 4,3 раза, p=0,04), RELA (в 1,3 раза, p=0,05) и генов интер-
лейкинов. На фоне действия LPS макрофаги ХОБЛ отличались более высокой экспрессией IRF3 – в 3,2 раза по 
сравнению с контролем (p=0,05). Капсаицин также вызывал апрегуляцию IRF3 в клетках больных ХОБЛ в 3,2 раза 
выше, чем в контрольной группе (p=0,03). Дифференцировка с капсаицином сенсибилизировала макрофаги к дей-
ствию LPS. При этом экспрессия JUN увеличивалась как в культуре клеток ХОБЛ (в 1,8 раза, p=0,01), так и в конт-
рольной группе (в 2,2 раза, p=0,02), по сравнению с дифференцировкой только с GM-CSF. Заключение. 
Полученные результаты свидетельствуют, что в исходном состоянии для макрофагов больных ХОБЛ в большей 
степени характерна провоспалительная M1 поляризация. Действие LPS, вероятно, приводит к дополнительному 
сдвигу поляризации в сторону M2b фенотипа по сравнению с контролем, на что указывает увеличение уровня 
транскриптов IRF3. Капсаицин также способствует M2b поляризации макрофагов ХОБЛ и может усиливать вос-
палительную реакцию клеток на LPS. 

Ключевые слова: ХОБЛ, моноциты, макрофаги, капсаицин, TRPV1, экспрессия, факторы транскрипции.  
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SUMMARY. Introduction. It is known that monocytes and derived macrophages play an important role in the devel-
opment of chronic obstructive pulmonary disease (COPD). Previously, we found that cigarette smoke-sensitive TRPV1 
channels have higher expression on monocytes and macrophages of COPD patients. Aim. To investigate the effect of 

Оригинальные исследования 
Original research



26

Бюллетень физиологии и патологии 
дыхания, Выпуск 93, 2024

Bulletin Physiology and Pathology of 
Respiration, Issue 93, 2024

chronic TRPV1 activation on the differentiation of monocytes into macrophages in vitro. Materials and methods. The 
study included 11 patients with COPD and 7 healthy non-smoking volunteers (control). Monocytes were obtained from 
peripheral blood mononuclear cells by plastic adhesion. Cells were cultured for 10 days in the presence of granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) or GM-CSF and the TRPV1 agonist capsaicin. On the 11th day, the 
cells were stimulated with lipopolysaccharides (LPS). Expression of the genes encoding the transcription factors STAT1, 
STAT6, IRF3, JUN, MAF, RELA, cytokines IL1B, IL6, IL8, and three reference genes B2M, RACK1 and HPRT1 was as-
sessed by quantitative PCR with reverse transcription. Results. Initially, macrophages of COPD patients differentiated in 
the presence of GM-CSF had higher expression of STAT1 (2.98-fold, p=0.03) and JUN (1.6-fold, p=0.02). LPS stimulation 
was accompanied by upregulation of IRF3 (4.3-fold, p=0.04), RELA (1.3-fold, p=0.05) and interleukin genes. Under the 
action of LPS COPD macrophages had 3.2-fold higher expression of IRF3 as compared to the control (p=0.05). Capsaicin 
also caused upregulation of IRF3 in cells from COPD patients, thus the expression of this factor became 3.2-fold higher 
than in the control group (p=0.03). Differentiation with capsaicin sensitized macrophages to LPS. Under these conditions 
JUN expression increased both in COPD patients (1.8-fold, p=0.01) and in the control group (2.2-fold, p=0.02) as compared 
with cells differentiated with GM-CSF alone. Conclusion. The obtained results indicate that in resting state macrophages 
from COPD patients are mostly characterized by a proinflammatory M1 polarization. LPS probably leads to an additional 
polarization towards M2b phenotype, when compared with the control, as indicated by an increase in the level of IRF3 
transcripts. Capsaicin also promotes M2b polarization of COPD macrophages and may enhance the inflammatory response 
of cells to LPS.  

Key words: COPD, monocytes, macrophages, capsaicin, TRPV1, expression, transcription factors.

Макрофаги традиционно считаются ключевыми 
клетками, координирующими воспалительную реак-
цию при различных заболеваниях. Установлено, что 
при хронической обструктивной болезни легких 
(ХОБЛ) отмечается нарастание числа альвеолярных 
макрофагов, прежде всего, за счет их дифференци-
ровки из моноцитов и повышения выживаемости дан-
ных клеток. Однако патологические нарушения в 
легких больных ХОБЛ обусловлены не только увеличе-
нием числа макрофагов, но и изменением их нормаль-
ного фенотипа. Известно, что в условиях патологии 
макрофаги продуцируют большое количество провос-
палительных медиаторов, в том числе, являющихся 
факторами хемотаксиса для других лейкоцитов, а 
также активных форм кислорода и азота, что усиливает 
оксидативный и нитрозативный стресс и сопровожда-
ется повреждением ДНК и белков [1]. Вместе с этим, 
наблюдаемая воспалительная реакция не носит защит-
ный характер и не способствует элиминации патогенов 
ввиду сниженной подвижности макрофагов, уменьше-
ния экспрессии ими молекул главного комплекса ги-
стосовместимости, отвечающих за презентацию 
антигенов, угнетения фагоцитарной способности и 
дисфункции митохондрий [2]. 

Курение является одной из важнейших причин раз-
вития ХОБЛ. Экспериментальная экспозиция с сига-
ретным дымом индуцирует воспаление в легких с 
нарастанием числа нейтрофилов и макрофагов, обра-
зующихся из классических моноцитов. При этом, как 
было установлено, данные макрофаги играют принци-
пиальную роль в формировании воспалительного от-
вета на сигаретный дым и характеризуются генными 
сигнатурами, ассоциированными с ремоделированием 
легочной ткани [3]. Ранее, изучая рецепторы семейства 
TRP, чувствительные к компонентам сигаретного 
дыма, мы заметили, что экспрессия TRPV1 увеличена 
как на моноцитах, так и на макрофагах у больных 

ХОБЛ [4, 5].  
Существующие исследования роли каналов TRPV1 

на моноцитах и макрофагах немногочисленны. Уста-
новлено, что в невысоких концентрациях, агонист 
TRPV1 капсаицин повышал метаболическую актив-
ность и выживаемость линии моноцитов THP-1, а 
также увеличивал продукцию интерлейкина (IL)-6 и 
фактора некроза опухоли (TNF)-α под действием липо-
полисахаридов (LPS), но снижал экспрессию IL-1β, 
TNF-α, моноцитарного хемоаттрактантного белка 
(MCP)-1 и IL-6 при действии фитогемагглютинина [6]. 
В макрофагах капсаицин снижал проявления остео-
артрита, ингибируя M1 поляризацию клеток [7]. Ана-
логичные результаты были получены при изучении 
роли капсаицина при периодонтите. Активация TRPV1 
сопровождалась снижением продукции клетками TNF-
α, IL-6 и активных форм кислорода при стимуляции 
LPS [8]. Работа Vasek D. et al. также указывает на про-
тивовоспалительный эффект капсаицина в макрофагах 
линии J774, свидетельствуя, что стимуляция TRPV1 
способствует поляризации клеток в M2b фенотип [9]. 

Как видно из приведенных данных, ни одна из 
работ не рассматривала влияние TRPV1 на процесс 
дифференцировки моноцитов в макрофаги. Кроме 
того, эффекты активации TRPV1 оценивали в основ-
ном по продукции цитокинов и экспрессии некоторых 
мембранных белков. Таким образом, цель настоящего 
исследования состояла в оценке влияния активности 
канала TRPV1 на дифференцировку моноцитов с даль-
нейшей характеристикой полученных макрофагов по 
экспрессии ряда факторов транскрипции, обычно ас-
социируемых с M1 или M2 фенотипом клеток.  

Материалы и методы исследования  
Исследования проводили в соответствии с принци-

пами Хельсинкской декларации «Этические принципы 
проведения медицинских исследований с участием 
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людей в качестве субъектов исследования» с поправ-
ками 2013 г. и нормативными документами «Правила 
надлежащей клинической практики в Российской Фе-
дерации», утвержденными Приказом Министерства 
здравоохранения российской Федерации №200н от 
01.04.2016. Все лица подписывали информированное 
согласие на участие в исследовании в соответствии с 
протоколом, одобренным локальным комитетом по 
биомедицинской этике. 

В исследование было включено 11 мужчин больных 
ХОБЛ со средним возрастом 63,9±2,90 лет, из них 4 – 
со средней тяжестью заболевания, 5 и 2 – с тяжелым и 
крайне тяжелым ХОБЛ, соответственно, и 7 здоровых 
добровольцев мужского пола со средним возрастом 
53,9±3,11 лет (контрольная группа). Все больные 
ХОБЛ, включенные в исследование, были курильщи-
ками с индексом курения 40,0 (26,0; 40,0) пачка-лет, в 
то время как лица контрольной группы никогда не ку-
рили.  

Венозную кровь собирали в пробирки с антикоагу-
лянтом (ЭДТА) и центрифугировали в течение 15 мин. 
при 1000g для получения лейкоцитов. Лейкоциты от-
бирали пастеровской пипеткой и переносили в новую 
пробирку. К отобранным клеткам добавляли фосфатно-
солевой буфер (ФСБ) до конечного объема 9 мл и пе-
ремешивали. В новой пробирке объемом 15 мл 
полученную суспензию медленно наслаивали на 3 мл 
фиколла с плотностью 1,077 г/мл (Биолот, Россия) и 
затем центрифугировали при 400g в течение 40 мин. 
при температуре 23°C. В стерильную коническую про-
бирку объемом 15 мл отбирали мононуклеары перифе-
рической крови. Для удаления тромбоцитов 
полученные клетки трижды отмывали, добавляя сте-
рильный ФСБ до полного объема пробирки, и осаждая 
центрифугированием при 150g 10 мин. После третьей 
отмывки супернатант декантировали и ресуспендиро-
вали осадок в 1 мл среды RPMI-1640 (Corning, США). 

Клетки рассевали в лунки 12-луночных планшетов 
в среде RPMI-1640, содержащей 10% телячьей сыво-
ротки, 1% пенициллина/стрептомицина и 50 нг/мл гра-
нулоцитарно-макрофагального колониестимулирую- 
щего фактора (GM-CSF). Кроме этого, в часть лунок 
при засеве добавляли 50 мкМ агониста TRPV1 – кап-
саицина или 10 мкМ антагониста TRPV1 – AMG-9810 
(далее AMG). Дождавшись прикрепления моноцитов 
к пластику, через 2 часа клетки в лунках отмывали и 
добавляли среду как при первичном посеве, в том 
числе агонист или антагонист TRPV1. В данных усло-
виях моноциты культивировали в течение 10 дней, про-
изводя замену среды через день. К 11 дню 
дифференцировавшимся макрофагам проводили за-
мену среды, однако более не добавляли капсаицин или 
AMG. Вместо этого в часть лунок вносили LPS E. coli 
O55:B5 в концентрации 100 нг/мл и выдерживали 
клетки в течение 24 часов. После завершения инкуба-
ции с LPS макрофаги открепляли 0,3% раствором кол-
лагеназы (Биолот, Россия), добавляли буфер для лизиса 

LB (Биолабмикс, Россия) и замораживали при -80°C 
для последующего выделения РНК. 

Выделение РНК выполняли модифицированными 
наборами RUplus с использованием центрифужных ко-
лонок (Биолабмикс, Россия) согласно инструкции про-
изводителя. В процессе выделения образцы 
обрабатывали ДНКазой, не содержащей РНКаз 
(Magen, КНР). Полученную РНК подвергали обратной 
транскрипции наборами RNAscribe RT (Биолабмикс, 
Россия) согласно протоколу, рекомендуемому произво-
дителем. 

Экспрессию генов транскрипционных факторов 
STAT1, STAT6, IRF3, JUN, MAF, RELA, цитокинов IL1B, 
IL6, IL8, и трех референсных генов B2M, RACK1 и 
HPRT1 оценивали с помощью количественной поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) в присутствии интер-
калирующего красителя EvaGreen (Синтол, Россия). 
Реакции для каждого образца выполняли в тройных 
повторах на амплификаторе CFX96 (Bio-Rad, США). 
Смесь для ПЦР включала в себя: кДНК-матрица 100 
нг; 1х ПЦР-буфер, содержащий EvaGreen, MgCl2 – 2,5 
мМ (B2M – 2,0 мМ), dNTP – 0,25 мМ, праймеры – по 
0,2 мкМ каждого, Hot Start Taq-полимераза, ингибиро-
ванная антителами – 1 ЕД, вода – до 25 мкл. Амплифи-
кацию проводили в режиме: предварительная 
денатурация – 96°С/1,5 мин.; 45 циклов – денатурация 
96°C/5 сек.; отжиг при температуре, специфичной для 
каждого гена, в течение 10 сек.; элонгация 72°C/10 сек.; 
финальная элонгация – 72°C/1 мин. Последовательно-
сти праймеров и температура отжига для каждого гена 
приведены в таблице 1. 

Для анализа экспрессии использовали программное 
обеспечение REST 2009 V2.0.13 (Qiagen GmbH, Герма-
ния). Кратность различий экспрессии получали, рас-
считывая показатель 2–ΔΔCt. В качестве критического 
уровня значимости (р) принимали значение 0,05.  

Результаты исследования и их обсуждение  
Мы заметили стимулирование пролиферации мак-

рофагов капсаицином, особенно в культуре клеток 
контрольной группы, которые умеренно реагировали 
на GM-CSF. При этом долгосрочное ингибирование ба-
зальной активности TRPV1 антагонистом AMG, на-
против, негативно отражалось на пролиферации и 
жизнеспособности макрофагов, вследствие чего к 
окончанию срока дифференцировки число клеток в 
лунках с AMG было существенно снижено. По данной 
причине, учитывая высокую вероятность неспецифи-
ческих изменений, происходящих на фоне апоптоза, 
экспрессию генов на фоне блокирования TRPV1 не 
анализировали. 

В исходном состоянии макрофаги больных ХОБЛ, 
дифференцированные с GM-CSF, отличались от мак-
рофагов лиц контрольной группы повышенной экс-
прессией STAT1 и JUN (табл. 2). Кроме этого, 
макрофаги больных ХОБЛ экспрессировали в 4 раза 
больше IRF3, однако различия не достигали статисти-
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Таблица 1 
Последовательности праймеров и температура отжига, используемые в количественной ПЦР для оценки 

экспрессии генов 

ческой значимости. Интересно, что, несмотря на отсут-
ствие достоверных различий в экспрессии генов про-

воспалительных цитокинов, уровни их экспрессии 
были снижены у лиц с ХОБЛ.

Ген Нуклеотидная последовательность праймеров Температура отжига, °C

STAT1 прямой 5’-GTGGCGGAACCCAGGAATCT-3’ 
обратный 5’-GAGGGAGCAGGTGTTTTTTAATGAGT-3’

64

STAT6 прямой 5’-ATCAAGATGACCGTGGAAAGGGAC-3’ 
обратный 5’-AACACGTTGACTGATTCTTCTGGGGA-3’

65

IRF3 прямой 5’-GGAACCCCAAAGCCACGGAT-3’ 
обратный 5’-GGTTGAGGGCAGAGCGGAAAT-3’

65

JUN прямой 5’-CCTCAGACAGTGCCCGAGATG-3’ 
обратный 5’-GCTGTGCCACCTGTTCCCT-3’

65

MAF прямой 5’-AAGGAGAAATACGAGAAGTTGGTGAG-3’ 
обратный 5’-GGTAAGTACACGATGCTGGGG-3’

62

RELA прямой 5’-TTTCTCATCCCATCTTTGACAATC-3’ 
обратный 5’-AATACACCTCAATGTCCTCTTTCT-3’

60

IL1B прямой 5’-TGAAATGATGGCTTATTACAGTGG-3’ 
обратный 5’-TGTAGTGGTGGTCGGAGA-3’

60

IL6 прямой 5’-CCACTCACCTCTTCAGAACGA-3’ 
обратный 5’-CACCAGGCAAGTCTCCTCAT-3’

62

IL8 прямой 5’-CATACTCCAAACCTTTCCACCCC-3’ 
обратный 5’-ATTCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTC-3’

63

B2M прямой 5’-CCGTGTGAACCATGTGACTTTGT-3’ 
обратный 5’-TGCGGCATCTTCAAACCTCC-3’

62

RACK1 прямой 5’-CCATACCAAGGATGTGCTGAGTGT-3’ 
обратный 5’-GACGATGATAGGGTTGCTGCTGTT-3’

65

HPRT1 прямой 5’-CCCTGGCGTCGTGATTAGT-3’ 
обратный 5’-ACCCTTTCCAAATCCTCAGCATA-3’

62

Ген 2–ΔΔCt Значимость (p)

STAT1 2,98 0,034

STAT6 1,534 0,21

IRF3 4,162 0,252

JUN 1,606 0,022

MAF 1,306 0,427

RELA 1,169 0,184

IL1B 0,774 0,779

IL6 0,589 0,523

IL8 0,775 0,681

Таблица 2 
Различие экспрессии генов в макрофагах, дифференцированных с GM-CSF, у больных ХОБЛ по  

сравнению с клетками лиц контрольной группы 
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Клетки лиц контрольной группы и больных ХОБЛ 
реагировали на стимуляцию LPS приблизительно оди-
наково – отмечалась апрегуляция IRF3 и RELA, а также 

тенденции к увеличению экспрессии генов интерлей-
кинов (табл. 3).

Таблица 3 
Изменение экспрессии генов в макрофагах, дифференцированных с GM-CSF, в ответ 

 на стимуляцию LPS у больных ХОБЛ и лиц контрольной группы 

Ген
Группа контроля Больные ХОБЛ

2–ΔΔCt p 2–ΔΔCt p

STAT1 1,291 0,774 1,088 0,809

STAT6 1,24 0,451 1,208 0,478

IRF3 5,69 0,215 4,322 0,037

JUN 1,403 0,212 1,284 0,119

MAF 0,778 0,358 0,711 0,18

RELA 1,506 0,161 1,323 0,05

IL1B 3,407 0,148 3,463 0,061

IL6 2,618 0,108 2,859 0,105

IL8 2,668 0,087 2,827 0,061

Ген 2–ΔΔCt Значимость (p)

STAT1 2,512 0,088

STAT6 1,494 0,261

IRF3 3,162 0,053

JUN 1,47 0,127

MAF 1,193 0,578

RELA 1,027 0,92

IL1B 0,787 0,735

IL6 0,644 0,534

IL8 0,821 0,758

В итоге, после стимуляции LPS у больных ХОБЛ 
по сравнению с контрольной группой сохранялись тен-
денции к апрегуляции STAT1, IRF3 и JUN. При этом 
значимость различий для IRF3 возрастала, а для STAT1 

и JUN, напротив, снижалась (табл. 4). Достоверные 
различия в экспрессии генов цитокинов на фоне дей-
ствия LPS по-прежнему отсутствовали.

Таблица 4 
Различия экспрессии генов в макрофагах, дифференцированных с GM-CSF, на фоне стимуляции LPS у 

больных ХОБЛ по сравнению с клетками лиц контрольной группы 

Дифференцировка макрофагов в присутствии кап-
саицина сопровождалась дополнительной апрегуля-
цией IRF3, как у больных, так и у лиц группы контроля, 
хотя тенденция к значимым изменениям отмечалась 
только при ХОБЛ (табл. 5). 

По сравнению с контрольной группой в клетках, 

дифференцированных в присутствии капсаицина, у 
больных ХОБЛ сохранялась апрегуляция IRF3, но 
утрачивались достоверные различия по генам STAT1 и 
в особенности JUN, поскольку в ответ на капсаицин 
экспрессия данного гена возрастала в культуре конт-
рольной группе, но не менялась при ХОБЛ (табл. 6).



30

Бюллетень физиологии и патологии 
дыхания, Выпуск 93, 2024

Bulletin Physiology and Pathology of 
Respiration, Issue 93, 2024

Таблица 5 
Изменение экспрессии генов в макрофагах, дифференцированных с GM-CSF в присутствии капсаицина, 

у больных ХОБЛ и лиц контрольной группы 

Ген
Группа контроля Больные ХОБЛ

2–ΔΔCt p 2–ΔΔCt p

STAT1 1,692 0,329 1,126 0,727

STAT6 0,961 0,931 1,075 0,793

IRF3 4,534 0,353 3,532 0,068

JUN 1,763 0,175 0,947 0,734

MAF 0,994 0,986 1,025 0,92

RELA 1,045 0,767 1,012 0,923

IL1B 0,669 0,662 1,061 0,933

IL6 0,676 0,666 0,85 0,79

IL8 0,643 0,567 0,798 0,661

Таблица 6 
Различия экспрессии генов в макрофагах, дифференцированных с GM-CSF в присутствии капсаицина, у 

больных ХОБЛ по сравнению с клетками лиц контрольной группы 

Ген 2–ΔΔCt Значимость (p)

STAT1 1,983 0,178

STAT6 1,714 0,115

IRF3 3,242 0,03

JUN 0,863 0,626

MAF 1,347 0,354

RELA 1,132 0,477

IL1B 1,226 0,824

IL6 0,74 0,732

IL8 0,961 0,953

Ключевым отличием в реакции макрофагов, диф-
ференцированных в присутствии капсаицина, в ответ 
на LPS у больных ХОБЛ была даунрегуляция IRF3, 
тогда как в контрольной группе экспрессия данного 
гена возрастала. В части остальных генов в клетках 
больных ХОБЛ значимо увеличивалась экспрессия 
JUN, RELA, а также цитокинов IL1B, IL6 и IL8 (табл. 
7). 

В результате упомянутого снижения экспрессии 
IRF3 в ответ на стимуляцию LPS клеток, дифференци-
рованных в присутствии капсаицина, у больных ХОБЛ 
различия по данному гену с лицами из группы конт-
роля пропадали. При этом STAT1 оставался значимо 
апрегулированным, а экспрессия цитокинов, несмотря 

на отсутствие достоверных различий, становилась 
выше у больных ХОБЛ (табл. 8). 

Анализируя как макрофаги, дифференцированные 
в присутствии капсаицина или без него, реагируют на 
LPS, мы отметили, что капсаицин потенцирует апрегу-
ляцию JUN как у больных, так и у лиц контрольной 
группы, однако при этом вызывает даунрегуляцию 
IRF3 у больных ХОБЛ (табл. 9). Также, несмотря на от-
сутствие статистической значимости, можно отметить, 
что макрофаги больных ХОБЛ, дифференцированные 
с капсаицином, отличались более выраженной транс-
крипцией генов провоспалительных цитокинов в ответ 
на LPS, в то время как у лиц группы контроля экспрес-
сия данных генов становилась ниже.
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Таблица 7 
Изменение экспрессии генов в макрофагах, дифференцированных с GM-CSF в присутствии капсаицина, 

в ответ на стимуляцию LPS у больных ХОБЛ и лиц контрольной группы 

Ген
Группа контроля Больные ХОБЛ

2–ΔΔCt p 2–ΔΔCt p

STAT1 0,899 0,919 1,141 0,653

STAT6 1,666 0,27 1,433 0,155

IRF3 1,728 0,413 0,494 0,088

JUN 1,722 0,198 2,379 0,001

MAF 0,905 0,599 0,797 0,284

RELA 1,456 0,284 1,624 0,001

IL1B 2,688 0,266 4,876 0,009

IL6 2,106 0,372 5,38 0,011

IL8 2,051 0,375 3,996 0,012

Таблица 8 
Различия экспрессии генов в макрофагах, дифференцированных с GM-CSF в присутствии капсаицина, 

на фоне стимуляции LPS у больных ХОБЛ по сравнению с клетками лиц контрольной группы 

Ген 2–ΔΔCt Значимость (p)

STAT1 2,517 0,017

STAT6 1,475 0,293

IRF3 0,926 0,91

JUN 1,192 0,532

MAF 1,186 0,423

RELA 1,262 0,315

IL1B 2,225 0,242

IL6 1,892 0,385

IL8 1,872 0,315

Таблица 9 
Изменение экспрессии генов в макрофагах контрольной группы и больных ХОБЛ, дифференцированных 

в присутствии капсаицина, по сравнению с клетками, культивирование которых проводили без  
капсаицина на фоне стимуляции LPS 

Ген
Группа контроля Больные ХОБЛ

2–ΔΔCt p 2–ΔΔCt p

STAT1 1,178 0,675 1,181 0,6

STAT6 1,292 0,561 1,275 0,351

IRF3 1,377 0,58 0,403 0,043

JUN 2,165 0,023 1,755 0,011

MAF 1,156 0,592 1,149 0,514

RELA 1,01 0,995 1,242 0,167

IL1B 0,528 0,282 1,494 0,451

IL6 0,544 0,265 1,599 0,393

IL8 0,495 0,276 1,128 0,811



32

Бюллетень физиологии и патологии 
дыхания, Выпуск 93, 2024

Bulletin Physiology and Pathology of 
Respiration, Issue 93, 2024

Как упоминалось прежде, гипотеза настоящего ис-
следования заключалась в патологическом влиянии ка-
налов TRPV1 на дифференцировку моноцитов в 
макрофаги, с формированием клеток с увеличенным 
провоспалительным потенциалом, способствующих 
формированию хронического воспаления в респира-
торном тракте больных ХОБЛ. Основанием для дан-
ного предположения может служить увеличенная 
экспрессия TRPV1 при ХОБЛ [4, 5] и чувствительность 
данного канала к компонентам сигаретного дыма [10]. 
Тем не менее, даже у некурящих больных возможна ак-
тивации TRPV1 эндогенными лигандами, среди кото-
рых отмечают различные производные 
полиненасыщенных жирных кислот (12-(S)-гидропе-
роксиэйкозатетраеноевая кислота, гепоксилины HXA3 
и HXB3, 20-гидроксиэйкозатетра- и пентаеноевые кис-
лоты, 22-гидроксидокозагексаеноевая кислота, 9- и 13-
гидроксиоксадекадиеноевые кислоты и другие), 
эндоканнабиноиды (анадамид), N-ациламиды (N-ацил-
гамма-аминомасляная кислота и схожие по структуре 
соединения), N-ацилэтаноламины, N-ацил аминокис-
лоты, окситоцин, глицерофосфолипиды [11]. К сожа-
лению, влияние данных соединений не изучалось при 
ХОБЛ, по этой причине охарактеризовать их TRPV1-
активирующий потенциал в условиях данной патоло-
гии затруднительно. С текущих позиций более 
вероятными эндогенными активаторами TRPV1 можно 
считать активные формы кислорода [12], генерация ко-
торых увеличена на фоне воспаления. 

Мы провели сравнительный анализ экспрессии 
ряда генов, кодирующих факторы транскрипции или 
их субъединицы, регулирующие поляризацию клеток 
(STAT1, STAT6, IRF3, JUN, MAF и RELA). Известно, что 
STAT1 – провоспалительный фактор, опосредующий 
M1 поляризацию макрофагов под действием интер-
ферона (IFN)-γ с активацией транскрипции индуци-
бельной синтазы оксида азота (NOS2), IL12 и других 
генов, тогда как STAT6 – ключевой фактор транскрип-
ции в M2a макрофагах, дифференцирующихся под 
влиянием IL-4 или IL-13 [13]. Активация IRF3 может 
быть опосредована сигналингом toll-подобного рецеп-
тора (TLR) 3 и IFN-γ и сопровождаться увеличением 
экспрессии интерферон-стимулируемого гена (ISG) 49, 
IL-15, хемокинового лиганда, содержащий CXC мотив 
10 (CXCL-10), и интерферонов I типа – молекул, обес-
печивающих противовирусный иммунитет [14, 15]. 
Данные о роли IRF3 в поляризации макрофагов проти-
воречивы, тем не менее, последние работы указывают 
на ключевую роль этого транскрипционного фактора в 
дифференцировке M2b макрофагов [16]. Ген JUN ко-
дирует белок c-Jun, который в типичном случае обра-
зует гетеродимеры с белком c-Fos, формируя 
провоспалительный транскрипционный фактор AP-1, 
активация которого сопряжена с поляризацией макро-
фагов в M1 фенотип и продукцией TNF-α и IL-1β [17]. 
Однако, в случае если c-Jun будет димеризоваться не с 
c-Fos, а с активирующим транскрипционным фактором 

(ATF) 2, может быть индуцирован противовоспали-
тельный ответ с дифференцировкой M2 клеток [18]. 
MAF – ген транскрипционного фактора c-Maf, играю-
щего важную роль в стимуляции продукции IL-10 мак-
рофагами и характерного для M2 фенотипа клеток [19], 
а RELA кодирует субъединицу p65 провоспалительного 
фактора транскрипции NF-kB, который является одним 
из основных для M1 макрофагов [20].  

Было обнаружено, что дифференцированные 
только в присутствии GM-CSF макрофаги больных 
ХОБЛ отличаются повышенной экспрессией STAT1 и 
JUN, что соответствует представлениям о преоблада-
нии провоспалительного фенотипа клеток при данном 
заболевании. Несмотря на то, что нарастание IRF3 в 
ответ на LPS происходит и у контрольной группы, его 
результирующая экспрессия на фоне стимуляции ока-
зывалась выше при ХОБЛ, что может свидетельство-
вать о дополнительной M2b поляризации. Следует 
отметить, что M2b фенотип является «смешанным», 
поскольку секретирует как про-, так и противовоспа-
лительные медиаторы, а его формирование рассматри-
вается как неблагоприятный фактор, увеличивающий 
восприимчивость к инфекции и способствующий пер-
систенции инфекционных агентов. Кроме того, M2b 
макрофаги не могут превращаться в M1 и тормозят 
дифференцировку соответствующего фенотипа [16].  

Макрофаги больных ХОБЛ, дифференцированные 
в условиях хронической активации TRPV1, с одной 
стороны, характеризовались дополнительной апрегу-
ляцией IRF3, а с другой – были более чувствительны к 
стимуляции LPS, что проявлялось более высокой экс-
прессией JUN, RELA и генов интерлейкинов. Остаются 
не вполне понятными причины снижения экспрессии 
IRF3 в макрофагах, дифференцированных с капсаици-
ном, у больных лиц, в ответ на стимуляцию LPS. Не-
известно, отмечается ли тот же самый феномен в 
первичных клетках, полученных из легких, или он яв-
ляется особенностью, характерной лишь для макрофа-
гов, дифференцированных in vitro. Возможно, что к 
моменту стимуляции LPS экспрессия IRF3 на макро-
фагах больных ХОБЛ оказывается максимальной, 
таким образом задействуются неизвестные компенса-
торные механизмы, предотвращающие ее дальнейший 
рост. Подробнее рассматривая роль IRF3 при ХОБЛ, 
можно отметить важность данного фактора для фор-
мирования эмфиземы. Мыши, нокаутные по IRF3, 
были защищены от формирования эмфиземы, а альвео-
лярные макрофаги, изолированные от этих мышей, де-
монстрировали сниженную экспрессию CXCL-10 и 
MIP-1α. При этом сигаретный дым снижал экспрессию 
TNF-α и MCP-1 в альвеолярных макрофагах как 
«диких», так и нокаутных животных [21]. 

Полученные результаты, свидетельствующие о M2b 
поляризации макрофагов под действием капсаицина, в 
наибольшей степени согласуются с данными Vasek D. 
et al. [9], несмотря на то, что использованные клетки и 
условия эксперимента заметно отличались. В то же 
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время, сенсибилизирующий эффект капсаицина на сти-
муляцию LPS не находит подтверждений. Например, 
капсаицин in vivo изменял поляризацию микроглии в 
черной субстанции с M1 на M2 со снижением экспрес-
сии NOS2 и IL-6, но увеличением уровня аргиназы 1 и 
CD206 [22]. В другом исследовании капсаицин уве-
личивал фагоцитоз, но снижал индуцированную LPS 
продукцию провоспалительных цитокинов и оксида 
азота перитонеальными макрофагами мышей, ингиби-
руя сигналинг с участием NF-kB [23]. Тем не менее, 
можно заметить, что перечисленные работы, выпол-
ненные с использованием клеток лабораторных живот-
ных, не предусматривали хронического воздействия 
капсаицина, а также исследовали эффект капсаицина 
на уже дифференцированных макрофагах, тогда как в 
своем исследовании мы использовали первичные че-
ловеческие моноциты с последующей дифференциров-
кой в макрофаги in vitro.  

Ограничения данного исследования состоят, 
прежде всего, в невозможности гарантировать, что все 
индуцированные капсаицином изменения опосредо-
ваны активностью канала TRPV1. Несмотря на то, что 
капсаицин часто используется в качестве селективного 
агониста TRPV1, известны механизмы реализации его 
эффектов, не связанные с активностью катионного ка-
нала [24]. Для уточнения результатов может потребо-
ваться эксперимент со стимуляцией альтернативными 
агонистами TRPV1, либо использование контрольных 
клеток с нокдауном соответствующего гена. Другим 
недостатком является то, что мы изучали экспрессию 
транскрипционных факторов лишь на уровне мРНК, в 
то время как на уровне белка она может отличаться. 
Кроме того, приниматься во внимание должен не 
только уровень экспрессии, но и активность соответ-
ствующего фактора, индикаторами которой могут слу-
жить ядерная локализация и фосфорилирование 
специфических аминокислотных остатков.  

Заключение  
Полученные результаты свидетельствуют о том, что 

в исходном состоянии для макрофагов больных ХОБЛ 
в большей степени характерна провоспалительная M1 

поляризация с увеличенной экспрессией STAT1 и JUN. 
Действие LPS, вероятно, приводит к сдвигу поляриза-
ции в сторону M2b по сравнению с контролем, на что 
указывает увеличение уровня транскриптов IRF3. Дей-
ствие капсаицина, предположительно, обусловленное 
активацией TRPV1, также сопровождается апрегуля-
цией IRF3, характерной для M2b макрофагов, и может 
усиливать ответ клеток на LPS. 

Дальнейшие исследования могут быть направлены 
на уточнение экспрессии факторов транскрипции в мо-
ноцитах и альвеолярных макрофагах in vivo, с рас-
ширением их спектра (IRF1, IRF4, IRF5, STAT3) и 
оценкой внутриклеточного уровня соответствующих 
фосфорилированных форм белка. С целью верифика-
ции эффекта TRPV1 на поляризацию M2b макрофагов 
предпочтительно использовать дополнительные селек-
тивные агонисты канала и альтернативные маркеры 
для идентификации фенотипа клеток. Стоит заметить, 
что патофизиологическое значение M2b макрофагов 
при ХОБЛ не изучено, поэтому необходимы исследо-
вания, которые позволили бы провести корреляции 
между количеством M2b клеток в легких и различными 
клинико-функциональными особенностями заболева-
ния. Наконец, интерес представляет анализ потенци-
альных эндогенных лигандов TRPV1 при ХОБЛ и 
другой хронической патологии респираторного тракта.  
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