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РЕЗЮМЕ. Введение. Среди больных бронхиальной астмой (БА) широко распространено явление гиперреак-
тивности дыхательных путей в ответ на изменение влажности воздуха. Каналы с транзиторным рецепторным по-
тенциалом ваниллоидного подсемейства (TRPV) представляют интерес в области изучения специфических 
механизмов осмотической гиперреактивности бронхов. Цель. Оценить экспрессию генов TRPV1, TRPV2, TRPV4 
на уровне мРНК в эпителии верхних и нижних дыхательных путей у больных БА с осмотической гиперреактив-
ностью дыхательных путей. Материалы и методы. Обследовано 35 больных БА легкой и средней степени тяже-
сти. Всем пациентам были выполнены бронхопровокационные пробы с гипо- и гиперосмотическими растворами. 
Экспрессия TRPV рецепторов исследовалась в браш-биоптатах назального и бронхиального эпителия методом 
количественной ПЦР с обратной транскрипцией. Результаты. Гиперреактивность дыхательных путей на гипо-
осмотический и гиперосмотический стимулы наблюдалась в 25 и 50% случаев, соответственно. Установлено, что 
пациенты с более низким исходным ОФВ1 имели сверхэкспрессию TRPV1 (в 3,2 раза, p=0,05) и TRPV2 (в 6,2 раза, 
p=0,013) в бронхиальном эпителии. Гипоосмотическая гиперреактивность дыхательных путей была связана с по-
вышенной экспрессией генов TRPV1 (7,4 раза, p=0,004) и TRPV2 (18,5 раза, p=0,014) в эпителии бронхов. Гипер-
реактивность дыхательных путей на гипертонический стимул также характеризовалась более высокой экспрессией 
TRPV1 (в 4,7 раза, p=0,013) и TRPV2 (в 7,6 раза, p=0,024). Разницы в уровнях экспрессии TRPV4 не было обнару-
жено. Заключение. Полученные данные свидетельствуют об up-регуляции TRPV1 и TRPV2 в бронхиальном эпи-
телии больных астмой с осмотической гиперреактивностью дыхательных путей, что может указывать на роль этих 
рецепторов в развитии осмотических реакций дыхательных путей и патогенезе БА. 

Ключевые слова: бронхиальная астма, гиперреактивность дыхательных путей, осморецепция, TRPV1, TRPV2, 
TRPV4, экспрессия, эпителий.  
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SUMMARY. Introduction. The phenomenon of airway hyperresponsiveness in response to changes in air humidity 

is widespread among patients with asthma. Transient receptor potential channels of the vanilloid subfamily (TRPV) are 
of interest in terms of study of specific mechanisms of bronchial osmotic hyperresponsiveness. Aim. The aim of the study 
was to evaluate the expression TRPV1, TRPV2 and TRPV4 genes at mRNA level in the epithelium of the upper and lower 
respiratory tract in asthma patients with osmotic airway hyperresponsiveness. Materials and methods. We examined 35 
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patients with mild and moderate asthma. All patients underwent bronchoprovocation tests with hypo- and hyperosmotic 
solutions. Expression of TRPV receptors was studied in brush biopsies of the nasal and bronchial epithelium by quantitative 
PCR with reverse transcription. Results. Airway hyperrresponsiveness to hypoosmotic and hyperosmotic stimuli was ob-
served in 25% and 50% of cases, respectively. It was found that patients with lower baseline FEV1 had overexpression of 
TRPV1 (3.2 times, p=0.05) and TRPV2 (6.2 times, p=0.013) in the bronchial epithelium. Hypoosmotic airway hyperre-
sponsiveness was associated with increased expression of the TRPV1 (7.4 times, p=0.004) and TRPV2 (18.5 times, p=0.014) 
genes in the bronchial epithelium. Airway hyperresponsiveness to hypertonic stimulus was also characterized by higher 
expression of TRPV1 (4.7 times, p=0.013) and TRPV2 (7.6 times, p=0.024). No difference in TRPV4 expression levels 
was found. Conclusion. The obtained data indicate the up-regulation of TRPV1 and TRPV2 in the bronchial epithelium 
of asthma patients with osmotic airway hyperresponsiveness, what, in turn, may indicate the role of these receptors in the 
development of airway osmotic-induced responses and in the pathogenesis of asthma. 

Keywords: asthma, airway hyperresponsiveness, osmoreception, TRPV1, TRPV2, TRPV4, expression, epithelium. 

Несмотря на гетерогенную природу развития брон-
хиальной астмы (БА), данное заболевание всегда ассо-
циируется с гиперреактивностью дыхательных путей 
(ДП) [1]. В развитии бронхоспазма и, соответственно, 
появлении клинических симптомов у больных БА 
большую роль отводят воздействию климатических 
факторов. В мировой литературе встречаются данные 
о том, что изменение таких параметров окружающей 
среды, как температура и влажность могут приводить 
к различным патологическим реакциям со стороны 
респираторного тракта, в том числе к потере контроля 
над БА и увеличению частоты обострений заболевания 
[2–5].  

Вдыхание сухого или влажного воздуха приводит к 
изменению осмолярности на поверхности ДП, тем 
самым, вызывая высвобождение воспалительными 
клетками различных медиаторов, воздействующих на 
специфические рецепторы гладкой мускулатуры брон-
хов и провоцирующих бронхоконстрикцию [6]. Счита-
ется, что важную роль в данной реакции играют 
тучные клетки, являющиеся источником подобных ме-
диаторов [7]. 

В последние годы большое внимание уделяется ка-
налам с транзиторным рецепторным потенциалом ва-
ниллоидного подсемейства (TRPV), способным 
реагировать не только на температурные стимулы, но 
и на изменение осмотического давления. Известно, что 
снижение осмотического давление способно активиро-
вать TRPV2 и TRPV4 рецепторы [8, 9], в то время как 
каналы TRPV1 чувствительны к гиперосмотическим 
изменениям [10]. 

Исследования, проведенные в области изучения 
экспрессии данных каналов в человеческом организме, 
демонстрируют присутствие этих рецепторов в различ-
ных структурах респираторного тракта, в частности, 
на клетках эпителия [11, 12], интраэпителиальных 
нервных окончаниях [13], гладкой мускулатуре [14], 
лимфоцитах [15] и макрофагах [16]. Существуют дан-
ные о вовлеченности TRPV каналов в патогенез раз-
личных респираторных заболеваний, в том числе БА. 
Наряду с этим, рядом исследователей обнаружено уве-
личение экспрессии TRPV рецепторов на клетках ДП 
в условиях патологии, например, у больных с хрони-
ческим кашлем [13] или БА, особенно при тяжелом 

течении [11]. 
Цель данного исследования заключалась в опреде-

лении уровней экспрессии генов TRPV1, TRPV2, 
TRPV4 в эпителии верхних и нижних дыхательных 
путей у больных БА с различной реактивностью брон-
хов на гипо- и геперосмотические стимулы.  

Материалы и методы исследования  
В исследование были включены 35 пациентов с 

установленным диагнозом БА легкой и средней сте-
пени тяжести. Среди обследованного контингента пре-
обладали женщины (65%). Средний возраст 
обследованных составил 40,0±1,96 лет. При проведе-
нии исследования руководствовались принципами 
Хельсинкской декларации «Этические принципы про-
ведения медицинских исследований с участием людей 
в качестве субъектов исследования» с поправками 2013 
г. и нормативными документами «Правила надлежа-
щей клинической практики в Российской Федерации», 
утвержденными Приказом №200н от 01.04.2016 МЗ 
РФ. Больные подписывали информированное согласие 
на участие в исследовании в соответствии с протоко-
лом, одобренным локальным Комитетом по биомеди-
цинской этике. 

В качестве модели гипо- и гиперосмотического воз-
действия на ДП использовали 3-минутные бронхопро-
вокационные пробы с ингаляцией дистиллированной 
воды или 4,5% NaCl, соответственно, при помощи 
ультразвуковых ингаляторов Thomex L-2 (Польша). 
Оценка вентиляционной функции лёгких до и после (1 
и 5 мин) проведения проб производилось методом спи-
рометрии на аппарате Easy on-PC (ndd Medizintechnik 
AG, Швейцария). При снижении ОФВ1 на 10% и более 
по отношению к исходному бронхопровокационная 
проба считалась положительной.  

Забор образцов респираторного эпителия произво-
дили перед проведением бронхопровокационных проб 
методом браш-биопсии с использованием цилогиче-
ских щеток. Назальный эпителий получали из нижней 
носовой раковины под риноскопическим контролем, 
клетки бронхиального эпителия – во время проведения 
диагностической видеобронхоскопии (Karl Storz, Гер-
мания). Собранный материал немедленно обрабаты-
вали RNAprotect Cell Reagent (Qiagen, Германия) и 
замораживали при -80ºC до момента выделения РНК. 
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Экстракцию РНК производили с помощью наборов 
RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Германия) и включала в 
себя этапы гомогенизации с помощью колонок QIAsh-
redder (Qiagen, Германия), удаления геномной ДНК на 
колонках gDNA Eliminator Mini Spin Columns и непо-
средственное осаждение тотальной РНК на колонках 
RNeasy Mini Spin Column. На завершающем этапе про-
водили элюирование РНК водой, не содержащей 
РНКаз. Оценку качества РНК производили методом 
электрофореза свежевыделенного образца в 1% агароз-
ном геле с дальнейшим окрашиванием бромистым эти-
дием и визуализацией на трансиллюминаторе. 
Качественные образцы демонстрировали хорошую ви-
зуализацию 28S и 18S рРНК с соотношением интен-
сивности полос 2:1. Выделенную тотальную РНК 
аликвотировали и замораживали при -80ºС.  

Образцы РНК, не имеющие признаков существен-
ной деградации, подвергались обратной транскрипции 
в соответствии с инструкцией к коммерческому набору 
ОТ-1 (Синтол, Россия). Смесь 5 мкл РНК (1-2 мкг то-
тальной РНК), воды, свободной от нуклеаз, и комбина-

ции Олиго(dT)15 и Random-6 праймеров, инкубирова-
лась в течение 5 минут при температуре 65ºС, охлаж-
далась на льду 1 минуту, после чего производилась 
10-минутная инкубация при температуре 25ºС. Затем 
добавлялась 2,5Х реакционная смесь и ревертаза 
MMLV-RT до общего объема 25 мкл. Обратную транс-
крипцию проводили в амплификаторе ДТ-96 (ДНК-
технология, Россия) при температуре 42ºС в течение 1 
часа, после чего инактивировали фермент при 92ºС в 
течение 3 минут. Полученная кДНК хранилась при -
20ºС до момента анализа. 

В качестве референсных генов были выбраны гены 
PPIA (пептидилпролил изомераза А или циклофилин 
А), B2M (бета-2-микроглобулин), RPLP0 (60 S кислый 
рибосомальный белок P0), которые достаточно ста-
бильно экспрессируются в клетках. Исследование экс-
прессии референсных и таргетных генов TRPV1, 
TRPV2, TRPV4 производилось с помощью ПЦР в ре-
альном времени в присутствии интеркалирующего кра-
сителя EvaGreen (Синтол, Россия). Использованные 
праймеры приведены в таблице. 

Таблица  
Праймеры и концентрация магния, используемые в ПЦР для анализа экспрессии генов 

Ген Олигонуклеотидные последовательности MgCl2, мМ

PPIA
FWD 5’- ACGTGGTATAAAAGGGGCGG -3’

2,0
REV 5’- CTTGTCTGCAAACAGCTCAAAGG -3’

B2M
FWD 5’- CCGTGTGAACCATGTGACTTTGT -3’

2,0
REV 5’- TGCGGCATCTTCAAACCTCC -3’

RPLP0
FWD 5’- TTAAACCCTGCGTGGCAATCCCT -3’

2,0
REV 5’- CCACATTCCCCCGGATATGAGGC -3’

TRPV1
FWD 5’- TCAACAAGATCGCACAGGAGAGC -3’

1,0
REV 5’- CTGCCTGAAACTCTGCTTGACCG -3’

TRPV2
FWD 5’- GCTGGTGCTTCAGGGTGGAGGA -3’

1,0
REV 5’- TTGGACTGGAGGAGCTGGACGG -3’

TRPV4
FWD 5’- TGGTGCTTCAGGGTGGATGA -3’

1,0
REV 5’- GAAGGCACTGCTGAAATGCG -3’

Смесь для ПЦР включала в себя: кДНК-матрица 
100 нг; 1х ПЦР-буфер, содержащий EvaGreen, MgCl2 
(см. таблицу); dNTP 0,25 мМ, праймеры – обратный - 
0,2 мкМ, прямой - 0,2 мкМ, Hot Start Taq-полимераза, 
ингибированная антителами – 1 ЕД, вода – до 25 мкл. 
Амплификация проводилась в режиме: предваритель-
ная денатурация – 95ºС/3 мин, 45 циклов – денатурация 
95ºC/20 сек, отжиг при 62ºC/30 сек, элонгация – 
72ºC/30 сек, финальная элонгация – 72ºC/5 мин. Для 
каждого гена амплификацию выполняли в трехкрат-
ных повторах. Из трех полученных значений порого-
вых циклов (Ct) вычисляли среднее арифметическое 
для каждого случая.  

Для определения наиболее стабильно экспресси-
рующегося референсного гена из списка выбранных 
был проведен анализ кандидатов с использованием 
программного инструмента RefFinder [17], позволяю-
щего проводить комплексные расчеты несколькими ме-
тодами одновременно (алгоритмы BestKeeper, 
NormFinder, Genorm, comparative delta-Ct), и опреде-
ляющий финальную оценку по совокупности резуль-
татов применения данных методов. 

Анализ экспрессии выполнялся в программном 
обеспечении REST 2009 V2.0.13, (Qiagen GmbH, 2009), 
реализующем коррекцию на эффективность амплифи-
кации каждого гена, а также техники рандомизации и 
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бутсрэппинга для повышения точности статистиче-
ских вычислений.  

Результаты исследования и их обсуждение  
Среди пациентов, включенных в исследование, по-

ложительная бронхопровокационная проба на гипо-
осмотический стимул была обнаружена в 25% случаев, 
в то время как на ингаляцию гипертонического рас-
твора снижением показателя ОФВ1 на 10% и более реа-
гировали 50% испытуемых. Содружественная 
гиперреактивность ДП на оба стимула отмечалась у 
26% пациентов.  

С учетом результатов, полученных с помощью Ref-
Finder, ген PPIA был определен, как наиболее ста-
бильно экспрессирующийся в бронхиальном и 
назальном эпителии. В соответствии с этим, при даль-
нейшем анализе экспрессии TRPV1, TRPV2, TRPV4 
нормализация проводилась именно по данному рефе-
ренсному гену. 

При анализе уровней экспрессии таргетных генов 
не было выявлено достоверного отличия между образ-
цами назального и бронхиального эпителия. Однако 
было обнаружено преобладание экспрессии TRPV4 как 
в назальном, так и бронхиальном эпителии по сравне-
нию с другими генами. Таким образом, TRPV4 экспрес-
сировался в 9,1 и 6,5 раз сильнее (p=0,001), чем TRPV1 
и TRPV2, соответственно, в клетках назального эпите-
лия, и в 35,5 и 37,4 раз (p<0,001), соответственно, в 
эпителиальных клетках бронхов. Значимых различий 
между экспрессией TRPV1 и TRPV2 установлено не 
было.  

Среди образцов назального эпителия, при ассоциа-
тивном анализе экспрессии исследуемых генов с ги-
перреактивностью ДП на осмотические стимулы, 
значимых взаимосвязей выявить не удалось. Между 
пациентами с осмотической гиперреактивностью ДП 
и без гиперреактивности уровни экспрессии TRPV1, 
TRPV2 и TRPV4 статистически не отличались. 

При этом, в отличие от образцов назального эпите-
лия, в браш-биоптатах слизистой оболочки бронхов 
было обнаружено повышение экспрессии TRPV1 и 
TRPV2 у пациентов с положительной реакцией на ос-
мотические стимулы. В частности, у больных, имею-
щих гипоосмотическую гиперреактивность ДП, 
количество мРНК генов TRPV1 и TRPV2 было выше в 
7,4 (p=0,004) и 18,5 раз (p=0,014), соответственно, чем 
у больных без гиперреактивности в ответ на ингаля-
цию дистиллированной воды (рис. 1). 

Данная ассоциация прослеживалась и в отношении 
пациентов с гиперосмотической гиперреактивностью 
ДП. Аналогичным образом, в бронхиальном эпителии 
лиц с положительной пробой на гипертонический рас-
твор гены TRPV1 и TRPV2 были экспрессированы, со-
ответственно, в 4,7 (p=0,013) и 7,6 раз (p=0,024) 
больше, чем у больных без гиперреактивности (рис. 2). 

Кроме всего вышесказанного, также прослежива-
лась взаимосвязь экспрессии данных генов с исходным 

уровнем ОФВ1. Учитывая данные спирограмм до про-
ведения бронхопровокационных проб, пациенты были 
разделены на две подгруппы – с показателями ОФВ1 
ниже и выше 82% от должного. При этом, у пациентов 
с более низкими показателями ОФВ1 отмечалась up-ре-
гуляция генов TRPV1 (в 3,2 раза, p=0,05) и TRPV2 (в 
6,2 раза, p=0,013). 

Рис. 1. Уровни относительной экспрессии генов 
TRPV1, TRPV2 и TRPV4 в бронхиальном эпителии у 
больных БА с гиперреактивностью ДП (группа А) в 
ответ на ингаляцию дистиллированной воды и без ги-
перреактивности (группа Б). 

Рис. 2. Уровни относительной экспрессии генов 
TRPV1, TRPV2 и TRPV4 в бронхиальном эпителии у 
больных БА с гиперреактивностью ДП (группа А) в 
ответ на ингаляцию гипертонического раствора и без 
гиперреактивности (группа Б). 

Примечание: * – р<0,05; ** – р<0,01; n.s. – стати-
стически не значимо.  

Полученные результаты позволяют предполагать 
вклад некоторых TRPV каналов в развитие осмотиче-
ской гиперреактивности ДП у больных БА. Несмотря 
на то, что в респираторном эпителии преобладают ре-
цепторы TRPV4, именно особенности экспрессии 
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TRPV1 и TRPV2 позволяют выделять их в качестве воз-
можных рецепторов, играющих важную роль в патоге-
незе осмотически-индуцированного бронхоспазма. 

Исследования, направленные на поиск взаимосвязи 
TRPV рецепторов с гиперреактивностью ДП на осмо-
тические стимулы, являются актуальными, поскольку 
понимание механизмов формирования бронхокон-
стрикторных реакций, в частности, у больных БА, поз-
волит персонифицировать подходы в области 
профилактики, прогнозирования течения и лечения за-
болевания. Учитывая накопленные данные о каналах 
TRPV и их вклад в развитие респираторной патологии, 
можно отметить, что перспективным является направ-
ление дальнейшего изучения данных рецепторов с 
применением фармакологических препаратов. В неко-
торых работах встречаются данные об использовании 
антагонистов TRPV1 для лечения кашля. Так, антаго-
нисты SB705498 и XEN-D0501 в экспериментах in vivo 
продемонстрировали способность оказывать противо-
кашлевый эффект и уменьшать нейрогенное воспале-
ние [18, 19]. Однако нежелательные побочные эффекты 

данных соединений ограничивают их применение и 
требуют проведения дополнительных экспериментов в 
этой области. 

Таким образом, рецепторы TRPV могут рассматри-
ваться в качестве ключевых факторов, опосредующих 
формирование осмотической гиперреактивности ДП. 
Предметом дальнейших исследований должно стать 
более детальное изучение их функциональной значи-
мости при таких заболеваниях, как БА.   
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