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РЕЗЮМЕ. Введение. Лабилизация лизосомных мембран с высвобождением широкого спектра лизосомных 
ферментов провоспалительного и проапапоптотического действия, обладающих высоким гидролитическим по-
тенциалом, выступает одним из существенных компонентов адаптивных изменений клеток при стрессе. Участие 
гидролитических ферментов фагоцитов в клеточных реакциях воспаления и адаптации к холодовому стрессу у 
больных бронхиальной астмой (БА) мало исследовано. Цель. Изучить активность гидролаз нейтрофилов бронхов 
больных БА при холод-индуцированном стрессе. Материалы и методы. У больных персистирующей БА (n=13) 
методом спирометрии определяли функцию внешнего дыхания (ОФВ1,%), реакцию дыхательных путей (∆ОФВ1 

ИГХВ, %) на стандартную 3-минутную изокапническую гипервентиляцию холодным воздухом (ИГХВ). Проводили 
сбор индуцированной и спонтанно продуцируемой мокроты после пробы ИГХВ. В нейтрофилах мокроты цито-
химическими методами выявляли активность кислой (КФ) и щелочной (ЩФ) фосфатаз, аденозинтрифосфатазы 
(АТФазы). Оценку реакции на активность гидролаз проводили полуколичественным методом Каплоу с распреде-
лением клеток по группам в зависимости от интенсивности окраски продукта, образующегося при взаимодействии 
фермента с субстратом, и последующим расчетом среднего цитохимического индекса (СЦИ) ферментативной ак-
тивности. Результаты. Исходное значение ОФВ1 составило в среднем 97,9±5,3%, ∆ОФВ1ИГХВ -2,0 (-8,0; 2,0)%. Под 
воздействием холодового стимула на фоне смешанного паттерна воспаления бронхов у пациентов регистрирова-
лись: повышение СЦИ КФ нейтрофилов (с 1,11±0,06 до 1,42±0,06; р˂0,01), увеличение количества клеток со сред-
ней степенью активности КФ (с 23,4±1,94 до 40,1±4,30%; р˂0,01) и уменьшение числа клеток с отрицательной 
реакцией на КФ (с 15,1±3,58 до 5,2±2,78%; р˂0,05), тенденция к увеличению числа нейтрофилов с высокой сте-
пенью активности АТФазы (с 3,50±2,70 до 7,22±2,64%) и ЩФ (с 13,7±4,22 до 15,7±3,46%). Заключение. Активация 
КФ нейтрофилов при холод-индуцированном стрессе свидетельствует о возможности увеличения кислотности 
среды интерстиция, стимуляции повреждения и уязвимости к холодовому воздействию десмо-эпителиального 
барьера бронхов и расценивается в качестве критерия высокого риска развития холодовой гиперреактивности ды-
хательных путей у больных БА со смешанным фенотипом воспаления.  

Ключевые слова: бронхиальная астма, кислая и щелочная фосфатаза, аденозинтрифосфатаза, нейтрофилы 
в смешанном паттерне воспаления бронхов, холодовое воздействие, холод-индуцированный стресс.  
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SUMMARY. Introduction. The labilization of lysosomal membranes with the release of a wide range of lysosomal 

enzymes of pro-inflammatory and proapoptotic action, which have a high hydrolytic potential, is one of the essential com-
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ponents of adaptive changes in cells under stress. The participation of hydrolytic enzymes of phagocytes in cellular reac-
tions of inflammation and adaptation to cold stress in patients with asthma has been little studied. Aim. To study the 
activity of neutrophil hydrolases of bronchi in patients with asthma under cold-induced stress. Materials and methods. In 
patients with persistent asthma (n=13), lung function (FEV1,%), airway response (∆FEV1 IHCA,%) to standard 3-minute 
isocapnic hyperventilation with cold air (IHCA) were determined by spirometry. The collection of induced and sponta-
neously produced sputum after the IHCA was carried out. The activity of acidic (AP) and alkaline (ALP) phosphatases, 
adenosine triphosphatase (ATPase) was detected in sputum neutrophils by cytochemical methods. The assessment of the 
reaction to the activity of hydrolases was carried out by the semi-quantitative Kaplow method with the distribution of 
cells into groups depending on the color intensity of the product formed during the interaction of the enzyme with the 
substrate, and the subsequent calculation of the average cytochemical index (ACI) of the enzymatic activity. Results. The 
baseline FEV1, averaged 97.9±5.3%, ∆FEV1 IHCA -2.0 (-8.0; 2.0)%. Under the influence of a cold stimulus against the back-
ground of a mixed pattern of bronchial inflammation in patients, the following was recorded: an increase in the ACI AP 
of neutrophils (from 1.11±0.06 to 1.42±0.06; p˂0.01), an increase in the number of cells with an average degree of AP ac-
tivity (from 23.4±1.94 to 40.1±4.30%; p˂0.01) and a decrease in the number of cells with a negative reaction to AP (from 
15.1±3,58 to 5.2±2.78%; p˂0.05), a tendency to an increase in the number of neutrophils with a high degree of ATPase 
activity (from 3.50±2.70 to 7.22±2.64%) and ALP (from 13.7±4.22 to 15.7±3.46%). Conclusion. The activation of AP of 
neutrophils under cold-induced stress indicates the possibility of an increase in the acidity of the interstitium, stimulation 
of damage and vulnerability to cold effects of the desmo-epithelial barrier of the bronchi and is regarded as a criterion for 
a high risk of cold airway hyperresponsiveness in asthma patients with a mixed inflammation phenotype.  

Key words: asthma, acid and alkaline phosphatase, adenosine triphosphatase, neutrophils in a mixed pattern of bron-
chial inflammation, cold exposure, cold-induced stress. 

Воздействие низких температур атмосферного воз-
духа как экологически обусловленного триггера холод-
индуцированного бронхоспазма у больных 
бронхиальной астмой (БА) связано с развитием клини-
ческого синдрома холодовой гиперреактивности дыха-
тельных путей (ХГДП), диагностируемого у 
большинства (60-80%) пациентов при астме любой сте-
пени тяжести [1]. Наряду с другими повреждающими 
факторами, холодовой стимул является индуктором 
респираторного оксидативного стресса, инициирую-
щего развитие и прогрессирование различных заболе-
ваний лёгких [2].  

Известно, что в качестве одного из существенных 
компонентов адаптивных изменений клеток при 
стрессе выступает реакция лизосом, которая про-
является лабилизацией лизосомных мембран и высво-
бождением широкого спектра лизосомных ферментов 
провоспалительного и проапапоптотического дей-
ствия, обладающих высоким гидролитическим потен-
циалом [3, 4]. Другой гранью обусловленного стрессом 
функционирования лизосом, связанного с экспортом 
ферментов в результате дестабилизации мембран, яв-
ляется секреция гидролаз в окружающую среду клет-
ками лейкоцитарного ряда, тканевыми макрофагами и 
иммуноцитами [3]. Так, провоспалительная роль поли-
мофрноядерных лейкоцитов рассматривается в связи с 
мобилизацией и экзоцитозом внутриклеточных гранул: 
первичных (азурофильных), маркером которых служат 
пероксидаза и кислая фосфатаза, и вторичных (специ-
фических), относящихся к источникам щелочной фос-
фатазы [5].  

Как было установлено исследованиями in vitro, в 
условиях длительного холодового воздействия на ор-
ганизм происходит увеличение продуктов гистохими-
ческой реакции на щелочную фосфатазу в гранулах 

тучных клеток, мигрирующих в просвет трахеи для пе-
редачи информационных сигналов стволовым клеткам 
с целью уменьшения количества малодифференциро-
ванных клеточных элементов в трахеальном эпителии 
[6]. При этом в клетках цилиарного эпителия обнару-
живается значительное усиление активности гидролаз: 
кислой фосфатазы в апикальном, щелочной фосфатазы 
– в базальном полюсах эпителиоцитов [6]. Высказано 
предположение о провоцирующем влиянии пролонги-
рованного действия низких температур на развитие 
глубоких и стойких нарушений гидролитической фер-
ментативной активности в реснитчатом эпителии ды-
хательных путей вследствие дестабилизации мембран 
лизосом, что приводит к деструктивным изменениям 
эпителиальной паренхимы [6]. 

На основании экспериментальных данных об изме-
нениях активности гидролаз эпителия воздухоносных 
путей в условиях общего охлаждения организма, зако-
номерно возникает вопрос о возможных преобразова-
ниях уровня гидролитической активности и 
лизосомного экзоцитоза эффекторов воспаления дыха-
тельных путей под влиянием холода. Речь идет о ней-
трофильных гранулоцитах, в качестве представителей 
популяции профессиональных фагоцитов, индуцирую-
щих посредством респираторного взрыва генерацию 
активных форм кислорода (АФК) и других медиаторов 
клеточного окисления, вызывающих экспрессию про-
воспалительных цитокинов и свободнорадикальное 
повреждение респираторного тракта [2, 7]. В аспекте 
морфогенеза холодовой гиперреактивности и воспале-
ния бронхов у больных БА актуальна фундаментальная 
проблема влияния оксидантов, продуцируемых при 
холод-индуцированном стрессе, на функциональную, 
в том числе лизосомную, активность нейтрофилов, 
формирующих в совокупности с эозинофилами специ-
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фический для развития данного вида гиперреактивно-
сти воспалительный профиль дыхательных путей. 

Цель настоящей работы заключалась в изучении ак-
тивности гидролитических ферментов (кислой и ще-
лочной фосфатаз, аденозинтрифосфатазы) 
нейтрофильных гранулоцитов бронхов у больных пер-
систирующей БА при воздействии холодового стимула.  

Материалы и методы исследования  
Исследование выполнено в соответствии с требо-

ваниями Хельсинкской декларации Всемирной меди-
цинской ассоциации «Этические принципы 
проведения научных медицинских исследований с уча-
стием человека» (2000 г.), Правилами клинической 
практики в Российской Федерации, утверждёнными 
Приказом Минздрава РФ № 266 от 19.06.2003, после 
экспертной оценки и разрешения комитета по биоме-
дицинской этике Дальневосточного научного центра 
физиологии и патологии дыхания (протокол №121 от 
25.10.17). Обследование больных проводилось на доб-
ровольной основе, после знакомства с дизайном ра-
боты и подписания информированного согласия. 
Набор пациентов осуществлялся в зимний период года. 

Исследование носило одномоментный наблюда-
тельный характер. Основными критериями включения 
больных в исследование были: возраст от 20 до 60 лет; 
документально подтверждённый клинический диагноз 
персистирующей БА; объем форсированного выдоха 
за первую секунду (ОФВ1) на момент тестирования 
более 70% должной величины; добровольное инфор-
мированное согласие пациента на участие в исследо-
вании. Критерии исключения: наличие сопутствующей 
патологии, которая могла повлиять на результаты ис-
следования; наличие острых респираторных заболева-
ний и обострения БА в течение предшествующих 4 
недель. 

В исследовании приняли участие 13 больных пер-
систирующей БА неаллергического фенотипа [8], 
обоих полов (7 женщин, 6 мужчин), средний возраст 
47,4±4,3 лет. Обследование больных проводилось пер-
вую половину дня, по единым стандартам в соответ-
ствии с существующими международными 
протоколами. В день тестирования пациентами до про-
ведения процедур в течение 1,5 часов ограничивался 
приём горячей пищи и напитков, продуктов, способ-
ных повлиять на собираемый биоматериал, запреща-
лась любая физическая нагрузка, контакт с холодом, 
аэрополлютантами, изменение местонахождения. 
Перед тестированием больных просили воздержи-
ваться от приёма бронхолитических препаратов, ком-
бинированных ингаляционных противовоспали- 
тельных средств, как минимум за 6-24 часов до пред-
полагаемого тестирования [9, 10]. 

Дизайн работы предусматривал двухдневное обсле-
дование больных с оценкой функции внешнего дыха-
ния, бронхиальной реактивности, особенностей 
бронхиального воспаления. Первый день исследования 

включал последовательно базовую оценку вентиля-
ционной функции лёгких с анализом кривой поток-
объем форсированного выдоха (ОФВ1, ОФВ1/ЖЕЛ) 
при рутинной спирометрии (Easy on PC, ndd Medizin-
technik AG, Швейцария), выполнение пробы с β2-аго-
нистом короткого действия (сальбутамол, 400 мкг) с 
целью определения обратимого компонента бронхи-
альной обструкции (∆, %); сбор индуцированной мок-
роты (ИМ) по стандартной методике [11] после 
ингаляций 3-, 4- и 5%-го раствора хлорида натрия с 
применением ультразвукового небулайзера (OMRON 
NE-U-17, Япония) сеансами по 7 минут, под контролем 
ОФВ1 после каждой провокации. На следующий день 
проводилась 3-минутная бронхопровокационная проба 
путём изокапнической гипервентиляции холодным 
воздухом (-20°С) (ИГХВ) под контролем спирометрии 
[1], после которой осуществлялся сбор образцов спон-
танно продуцируемой мокроты. 

Цитологическое исследование мокроты проводили 
в тот же день не позднее 2 часов после ее получения. 
В камере Горяева оценивали количество клеток в еди-
нице нативного материала мокроты стандартным ме-
тодом. Для уточнения клеточного состава 50 мкл 
мокроты наносили на нагретые до температуры 37ºС 
предметные стекла. Цитологические мазки изготавли-
вались стандартным методом Кост и высушивались на 
воздухе в течение 5-10 минут при температуре 37ºС в 
вентилируемом термостате ТМ-2. После фиксации (10 
мин) в парах 40% раствора формалина мазки окраши-
вались 4-5% водным красителем Романовского-Гимза 
при рН 6,8. Клеточный состав в мазках мокроты из-
учали при помощи светооптической иммерсионной 
микроскопии, с подсчетом не менее 400 клеток в 100 
полях зрения, в центральных и периферических частях 
препарата. Число найденных клеток выражали в про-
центах [11]. 

Для светооптического изучения в мазках мокроты 
реакции нейтрофильных гранулоцитов на гидролазы 
(кислую и щелочную фосфатазы, аденозинтрифосфа-
тазу) окрашивание стёкол выполняли на термостолике 
(37ºС). Необходимый краситель наносили непосред-
ственно на фиксированные (5 мин) в парах формалина 
мазки в объёме, покрывающем весь мазок, затем остав-
ляли на 30-35 минут, после чего дважды промывали 
дистиллированной водой. При подготовке мазков для 
исследования кислой фосфатазы мазки дополнительно 
(2-5 сек) обрабатывали 0,5% сульфидом натрия, затем 
дважды промывали дистиллированной водой. Для вы-
явления реакции клеток на кислую фосфатазу (КФ) 
применяли сульфидный метод Гомори (рН инкуба-
ционного раствора 5,0), для выявления реакции клеток 
на щелочную фосфатазу (ЩФ) использовали метод 
Берстона (рН инкубационного раствора 8,5). В обоих 
случаях ядра клеток докрашивали 0,1% водным рас-
твором сафранина. Для выявления реакции нейтро-
фильных гранулоцитов на аденозинтрифосфатазу 
(АТФазу) использовали метод Вахштейна-Мейзеля (рН 
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инкубационного раствора 7,2) с докрашиванием ядер 
клеток толуидиновым синим [12, 13]. 

Оценку реакции на активность КФ, ЩФ, АТФазы в 
нейтрофильных гранулоцитах мокроты проводили по-
луколичественным методом Каплоу с распределением 
клеток по группам в зависимости от интенсивности 
маркирующей активность фермента окраски продукта, 
образующегося в цитоплазме при взаимодействии фер-
мента с субстратом. В 0 группу включали клетки без 
гранул, в I группу – клетки с низкой степенью актив-
ности фермента, содержащие единичные гранулы (пло-
щадь специфической окраски и заполнение 
цитоплазмы гранулами до 25% цитоплазмы), во II 
группу – клетки со средней степенью активности фер-
мента (площадь окраски и заполнение цитоплазмы гра-
нулами 30-70%), в III группу – клетки с высокой 
степенью активности фермента (площадь окраски и за-
полнение цитоплазмы гранулами 70-100%) с экзоцито-
зом гранул и гранулярного содержимого. Путем 
световой микроскопии в мазке подсчитывали 100 ней-
трофилов, дифференцируя клетки по уровню окраски. 
Средний цитохимический индекс (СЦИ, в условных 
единицах) рассчитывали по формуле: 
СЦИ=(0×Н0+1×НI+2×НII+3×НIII)/100, где Н0, НI, НII, 
НIII – число нейтрофилов соответствующей группы.  

Статистический анализ полученного материала 
проводили на основе стандартных методов вариацион-
ной статистики с использованием программы «Авто-
матизированная система диспансеризации» [14]. 
Оценку соответствия признака закону нормального 
распределения проводили при помощи критериев Кол-
могорова-Смирнова, Пирсона-Мизеса. При нормаль-
ном типе распределения использовали парный 
критерий t (Стьюдента), при распределении данных, 
отличном от нормального, применяли парный крите-

рий Уилкоксона. Описательная статистика количе-
ственных признаков представлена с помощью средней 
арифметической, стандартной ошибки средней ариф-
метической (M±m), а также медианы и квартилей (Me 
(Q1; Q3)). Для всех величин принимались во внимание 
уровень статистической достоверности различий (р) 
менее 0,05.  

Результаты исследования и их обсуждение  
На момент тестирования все больные имели ста-

бильное течение болезни по данным вопросника 
Asthma Control Test (АСТ>19 баллов). Полученные при 
спирометрическом исследовании исходные значения 
параметров вентиляционной функции легких соста-
вили в среднем по группе для ОФВ1 97,9±5,3%, 
ОФВ1/ЖЕЛ 73,3±2,6%. Прирост ОФВ1 (%) в ответ на 
введение короткодействующего β2-агониста варьиро-
вал в пределах 6,5 (3,09; 16,0), что допускало проведе-
ние сбора ИМ и выполнение бронхопровокационной 
пробы ИГХВ. Все больные адекватно перенесли ин-
дукцию солевыми растворами, острую холодовую 
бронхопровокацию и находились не менее 1 часа под 
контролем медицинского персонала после выполнен-
ного тестирования. Изменение ОФВ1 (∆,%) после 
пробы ИГХВ составило -2,0 (-8,0; 2,0)%.  

В цитограммах мокроты больных после ИГХВ от-
мечались существенные сдвиги. Так, в ответ на инга-
ляцию холодного воздуха наблюдалось увеличение 
цитоза, значимо возрастало количество эозинофилов и 
лимфоцитов (табл. 1). Содержание эпителиоцитов в 
мокроте достоверно уменьшалось (табл. 1), что указы-
вало на развитие индикатора ремоделирования бронхов 
– эпителиальной деструкции, стимулированной холод-
индуцированным стрессом.  

Таблица 1 
Динамика цитоза и клеточного состава мокроты в ответ на холодовую бронхопровокацию (M±m) 

Показатели Исходные После пробы ИГХВ р

Цитоз (количество клеток/1 мкл) 1,5±0,17 2,2±0,22 ˂0,05

Нейтрофилы, % 47,6±2,92 42,3±3,83 >0,05

Макрофаги, % 36,8±2,78 43,8±2,71 >0,05

Эозинофилы, % 1,88±0,33 7,8±2,70 ˂0,05

Лимфоциты, % 2,8±0,24 1,2±0,21 ˂0,001

Эпителиоциты, % 11,6±1,67 4,6±2,10 ˂0,05

Вариант деструкции бронхиального эпителия – ис-
точника уменьшения числа структурно целостных кле-
ток, найденных в ИМ, может быть охарактеризован как 
достаточно активный ввиду выявленных особенностей 
воспалительного паттерна дыхательных путей иссле-
дуемых больных. Поскольку в мокроте больных было 
обнаружено ≥2% эозинофилов и ≥40% нейтрофилов, 
паттерн воспаления был отнесен к смешанному [15], 
характеризующемуся выраженной пероксидазной ак-
тивностью лизосом, высокими показателями деструк-

ции и цитолиза пула нейтрофилов [16]. 
Смешанный паттерн воспаления ассоциируется с 

высокой степенью эпителиальной деструкции, оказы-
вающей негативное влияние на проходимость дыха-
тельных путей и клинические проявления астмы, и 
расценивается в качестве неблагоприятного прогности-
ческого фактора течения болезни [17]. Больные со сме-
шанным фенотипом БА, несмотря на получаемую 
базисную терапию ингаляционными глюкокортикосте-
роидами, чаще, чем лица, имеющие эозинофильный 
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паттерн воспаления бронхов, испытывают дыхатель-
ный дискомфорт и потребность в использовании пре-
паратов неотложной помощи, что находит отражение в 
более низких значениях ОФВ1 и МОС25-75, более значи-
мом приросте ОФВ1 в ответ на пробу с β2-агонистом и 
усиленной бронхоконстрикторной реакции на ингаля-
цию холодного воздуха [18]. Нейтрофилия бронхиаль-
ного инфильтрата, как правило, сопутствует развитию 
ХГДП. Частота встречаемости лиц с ХГДП среди боль-
ных со смешанным воспалительным паттерном досто-
верно выше, чем среди пациентов, характеризующихся 
эозинофилией бронхиального воспаления (51,4 и 
28,6%, χ2=6,15; р˂0,05, соответственно). В соответ-
ствии с данными Asthma Control Test, смешанный па-
ттерн воспаления у больных легкой БА сочетается с 
низким уровнем контроля и более частыми обост-
рениями болезни [18]. 

Следует заметить, что экспортируемая нейтрофи-
лами генерация АФК рассматривается в качестве при-
чины свободнорадикального повреждения крист 
митохондрий и разрушения эндоплазматического ре-
тикулума бронхиального эпителия с последующей ги-
белью клеток [19]. Предполагается, что в этом случае 
сигналы апоптоза передаются в эпителий не по пря-
мому пути, от лигирования рецептора смерти до акти-
вации каспазного каскада и гибели клеток, а по пути, 
опосредованному деэнергизацией эпителиоцитов [19]. 
Дисфункция эпителия, активно развивающаяся при 
БА, связывается с низким уровнем экспрессии факто-
ров антиоксидантной защиты, в частности, супер-

оксиддисмутазы, способствующим увеличению вос-
приимчивости эпителиальных клеток к агрессивному 
действию оксидантов [20]. 

Так как в мокроте исследуемых больных были от-
мечены признаки существенной деструкции эпителия, 
то изменения активности гидролаз нейтрофильных 
гранулоцитов могли бы служить свидетельством при-
частности гидролитических ферментов, секретируе-
мых в интерстиций бронхов нейтрофилами, к 
дезорганизации и разрушению бронхиальной парен-
химы путём потенцирования процессов трансфорили-
рования и деэнергизации паренхиматозных 
клеток-мишеней. Действительно, в ответ на пробу 
ИГХВ у пациентов наблюдалось повышение СЦИ 
главного фермента лизосом нейтрофилов – КФ (табл. 
2). В мокроте статистически значимо увеличивалось 
количество нейтрофилов со средней степенью актив-
ности фермента, у которых площадь окраски и запол-
нение цитоплазмы гранулами составляли 30-70% (НII, 
рис. 1), и уменьшалось количество клеток, у которых 
не обнаруживалось гранул с маркирующим активность 
КФ продуктом (Н0) (табл. 2). Величины СЦИ лизосом-
ной АТФазы и СЦИ ЩФ нейтрофилов после проведе-
ния ИГХВ достоверно не изменялись (табл. 2). Однако 
если принять во внимание тенденцию к увеличению 
содержания в мокроте дегранулирующих нейтрофилов 
с высокой активностью АТФазы и ЩФ (рис. 2, 3), ве-
роятно участие данных ферментов в персистенции вос-
паления при холодовом стрессе.  

Таблица 2 
Средний цитохимический индекс кислой и щелочной фосфатазы, аденозинтрифосфатазы и количество 
нейтрофильных гранулоцитов с разной степенью активности ферментов в мокроте больных БА (М±m)  

Показатели Исходные После пробы ИГХВ р
Кислая фосфатаза

Н0, % 15,1±3,58 5,2±2,78 ˂0,05
НI, % 53,6±4,13 45,2±7,1 >0,05
НII, % 23,4±1,94 40,1±4,3 ˂0,01
НIII, % 4,1±1,38 9,0±2,95 >0,05
СЦИ, у.е. 1,11±0,06 1,42±0,06 ˂0,01

Щелочная фосфатаза
Н0, % 3,2±1,37 4,9±4,9 >0,05
НI, % 39,4±4,8 46,3±3,85 >0,05
НII, % 43,7±4,57 38,3±4,24 >0,05
НIII, % 13,7±4,22 15,7±3,46 >0,05
СЦИ, у.е. 1,68±0,09 1,69±0,06 >0,05

Аденозинтрифосфатаза
Н0, % 15,0±3,57 19,0±5,11 >0,05
НI, % 50,9±5,23 42,2±4,34 >0,05
НII, % 32,2±3,78 32,1±2,18 >0,05
НIII, % 3,50±2,7 7,22±2,64 >0,05
СЦИ, у.е. 1,22±0,06 1,28±0,09 >0,05

Примечание: СЦИ (в условных единицах) – средний цитохимический индекс. Н0, НI, НII, НIII – нейтрофильные 
гранулоциты соответствующей группы (в %). 
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Рис. 1. Продукт реакции на кислую фосфатазу в ци-

топлазме нейтрофильных гранулоцитов маркирован 
гранулами чёрного цвета. В мазке мокроты больного 
БА после пробы ИГХВ видно преобладание клеток со 
средней степенью активности фермента. Реакция на 
кислую фосфатазу по Гомори, с докраской сафрани-
ном. Увеличение ×100.  

В соответствии с литературными сведениями о 
роли гидролитических ферментов в развитии неспеци-
фических воспалительных заболеваний легких, кислые 
гидролазы лейкоцитов определяют деструктивный 
процесс в легких и характеризуют уровень лёгочной 
деструкции [5]. На фоне повышения активности КФ 
(при хроническом бронхите на 29,0 %, острой пневмо-
нии – на 37,1%, БА смешанного генеза – на 32,6 %) к 
ключевым моментам реализации провоспалительной 
функции лейкоцитов относят мобилизацию и экзоци-
тоз во внеклеточное пространство цитоплазматических 
гранул, содержащих ферменты [5].  

Рис. 2. Высокая активность аденозинтрифосфатазы 
нейтрофильных гранулоцитов в мазке мокроты боль-
ного БА после пробы ИГХВ. Продукт реакции на аде-
нозинтрифосфатазу выявляется в виде гранул 
коричнево-черного цвета, локализованных в цито-
плазме нейтрофилов, и вне клеток, снаружи от цито-
плазматической мембраны как результат дегрануляции. 
Реакция на аденозинтрифосфатазу по методу Вах-

штейна-Мейзеля, с докраской ядер толуидиновым 
синим. Увеличение ×100.   

Исходя из концепции секреции гидролаз при эска-
лации повреждения и воспаления бронхолегочной 
ткани, прослеживаемая в дыхательных путях исследуе-
мых больных в ответ на холодовое воздействие, тен-
денция к снижению количества нейтрофилов со 
слабоположительной и положительной (низкой и сред-
ней степенью ферментативной активности) реакцией 
на гидролазы (НI для КФ, НII для ЩФ, НI для АТФазы, 
табл. 2) скорее всего связана с опустошением фермен-
тативного запаса в гранулах на фоне усиленной дегра-
нуляции и расходования гидролитических ферментов 
клетками. Уменьшение количества нейтрофилов может 
быть обусловлено также клеточной гибелью, насту-
пающей в условиях холод-индуцированного стресса 
вследствие повреждения мембран лизосом, изолирую-
щих гидролитические ферменты, имеющие оптимум 
действия в кислой среде. 

Рис. 3. Продукт реакции на щелочную фосфатазу в 
цитоплазме нейтрофильных гранулоцитов маркирован 
гранулами темно-синего цвета. Количество и интен-
сивность окраски цитоплазматических гранул нейтро-
филов в мазке мокроты больного БА после пробы 
ИГХВ варьируют. Выявлены клетки с низкой и средней 
степенью активности фермента и нейтрофил с высокой 
активностью фермента (НIII). Реакция на щелочную 
фосфатазу по Берстону, с докраской сафранином. Уве-
личение ×100.  

Из-за нарушения проницаемости и повреждения 
лизосомных мембран происходит «закисление» цито-
плазмы нейтрофилов, высвобождаются кислые гидро-
лазы, что вызывает запуск процессов апоптоза [4]. 
Лабилизация мембран лизосом с последующей «утеч-
кой» лизосомных гидролаз в цитозоль и индукцией 
апоптоза сопряжена со стрессорным воздействием 
окислителей и стимуляцией процессов перекисного 
окисления липидов в клетках [3, 18]. По мнению ряда 
авторов, ограниченное повреждение лизосом при 
слабо выраженном окислительном стрессе индуцирует 
апоптоз, между тем как выраженное повреждение ли-

НIII
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зосом приводит к клеточному некрозу [21]. Частичный 
разрыв лизосомы трактуется в качестве раннего собы-
тия апоптоза, в то время как в результате молниенос-
ного разрыва органеллы возникает некроз [22]. Можно 
предположить, что снижение у исследуемых пациентов 
количества нейтрофилов, характеризующихся положи-
тельной реакцией на ЩФ (НII для ЩФ), связано со 
стимуляцией холодовым стрессом трансмембранного 
переноса оксидантов с последующей утилизацией ак-
тивированной ЩФ, индукцией перекисного окисления 
липидов и апоптоза.  

Таким образом, отсутствие очевидной реакции 
бронхов больных БА на холодовой стимул не исклю-
чает изменения активности синтезируемых и секрети-
руемых нейтрофилами гидролитических ферментов. 
Стимуляция активности гидролаз обусловлена холод-
индуцированным стрессом, развивающимся в дыха-
тельных путях независимо от манифестации ХГДП под 
воздействием холодового триггера, который, в свою 
очередь, является индуктором респираторного взрыва 
нейтрофилов с последующим свободно-радикальным 
повреждением, деструкцией и перестройкой бронхи-
ального эпителия, приводящими к ремоделированию 
бронхов. 

Обнаруженный у исследуемых пациентов смешан-
ный паттерн воспаления дыхательных путей сопряжен 
с эпителиальной дисфункцией – следствием усиленной 
деструкции эпителия, а также генерации АФК, провос-
палительных цитокинов и ферментов нейтрофилами, 
подвергающимися дегрануляции и деструкции. В от-
личие от дегрануляции, при которой в межклеточное 
пространство секретируются преимущественно сохра-
нившие структуру гранулы с депонированными в них 
ферментами, при деструкции нейтрофилов происходит 
лабилизация мембран лизосом и во внешнюю среду 
проникает лизосомный матрикс. Так как смешанный 
фенотип ассоциирован с гиперреактивностью бронхов 
астматиков к холодовому стимулу, выявленная в ней-
трофилах смешанного воспалительного паттерна брон-
хов больных БА активация кислых гидролаз (КФ 
нейтрофилов), инициирующих клеточное повреждение 
и поддерживающих воспаление за счет повышения 
кислотности среды интерстиция, может служить кри-
терием воспалительной персистенции и высокого 
риска развития у таких пациентов ХГДП.  

Ограничения настоящего исследования связаны с 
небольшим количеством больных в анализируемой вы-
борке. Полученные результаты дают предварительное 

представление о происходящих изменениях в нейтро-
филах после воздействия холода у больных БА. Уча-
стие нейтрофильных гранулоцитов в утяжелении 
астмы носит дискуссионный характер, в том числе их 
роль при холодовом стрессе и формировании бронхо-
спазма под воздействием холода, механизмы которого 
до настоящего времени обсуждаются. Дополнительной 
сложностью в данной работе являлось получение удов-
летворительных образцов биологического материала у 
больных БА с нетяжёлым течением болезни вне обост-
рения. Несомненно, инвазивный забор бронхоальвео-
лярной жидкости более точно отражал бы характер 
воспаления дыхательных путей и его особенности 
после ингаляции холодного воздуха.  

Заключение  
Воздействие холодового стимула на дыхательные 

пути больных персистирующей БА сопровождается из-
менением активности гидролитических ферментов 
нейтрофилов в смешанном паттерне воспаления. По-
вышение активности нейтрофильной кислой фосфа-
тазы, индуцированное холодовым стрессом и 
способствующее поддержанию бронхиального вос-
паления, свидетельствует о возможности увеличения 
кислотности интерстициальной среды, стимуляции по-
вреждения клеток и уязвимости десмо-эпителиального 
барьера бронхов по отношению к действию холодового 
триггера. Активация кислой фосфатазы у больных пер-
систирующей БА со смешанным воспалительным фе-
нотипом может служить критерием высокого риска 
развития ХГДП.   
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