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РЕЗЮМЕ. Введение. Проблема поиска высокоэффективных способов лечения и контроля бронхиальной 
астмы (БА) остается актуальной задачей современной патофизиологии и фармакологии. Перспективными биомо-
лекулами для регуляции иммунных процессов являются N-ацил-этаноламины арахидоновой кислоты (NAE 20:4), 
проявляющие иммунорегуляторные свойства. Цель. В условиях in vitro изучить влияние NAE 20:4 на способность 
иммунокомпетентных клеток лиц с БА синтезировать провоспалительные цитокины и оксилипины. Материалы 
и методы. Объектом исследования явилась цельная кровь 11 пациентов с БА легкой степени тяжести контроли-
руемого течения и 10 здоровых добровольцев. Эксперимент in vitro проводили в стимулированной и нестимули-
рованной липополисахаридом (LPS) крови в течение 6 часов. NAE 20:4 добавляли в концентрациях 1,0 µМ, 3,0 
µМ и 10,0 µМ. Уровень цитокинов (TNFα, IL-8), тромбоксана В2 (ТХВ2) и лейкотриена В4 (LTВ4) анализировали 
ELISA методом. Результаты. В крови лиц с БА до in vitro воздействия NAE 20:4 установлено повышение уровней 
TNFα, IL-8, ТХВ2, LTВ4, что указывает на формирование системного хронического воспаления. Инкубация клеток 
крови без LPS не повлияла на изменение спектра исследуемых медиаторов, внесение NAE 20:4 в дозе 10 µМ сни-
зило синтез TNFα, IL-8, LTB4, TXB2. In vitro стимуляция LPS клеток крови приводила к гиперпродукции цитокинов 
и оксилипинов. NAE 20:4 в дозе 1 µМ в стимулированной LPS крови не оказывал влияние на выработку сигналь-
ных молекул, тогда как NAE 20:4 в концентрации 3 µМ снижал уровень TNFα, IL-8. NAE 20:4 в дозе 10,0 µМ ин-
гибировал синтез цитокинов и LTB4. Уровень TXB2 под действием NAE 20:4 в дозе 10,0 µМ не изменился. 
Заключение. Полученные результаты исследования выявили дозозависимый противовоспалительный эффект 
NAE 20:4, характеризующийся в его способности влиять на синтез провоспалительных цитокинов и оксилипинов 
клетками иммунной системы лиц с БА в условиях in vitro. Дальнейшее изучение NAE 20:4 открывает новые пер-
спективы в разработке таргетных способов коррекции иммунных процессов при БА. 

Ключевые слова: бронхиальная астма, воспаление, этаноламины жирных кислот, цитокины, оксилипины.  
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SUMMARY. Introduction. The search for highly effective methods for the treatment and control of asthma remains 

an urgent task of modern pathophysiology and pharmacology. N-acyl-ethanolamines of arachidonic acid (NAE 20:4) are 
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promising biomolecules for the regulation of the immune processes. Aim. To investigate the in vitro influence of NAE 
20:4 on the immune cells' ability from patients with asthma to synthesize pro-inflammatory cytokines and oxylipins. Ma-
terials and methods. The objective of the study was the blood of 11 patients with mild controlled asthma and 10 healthy 
volunteers. The in vitro experiment was carried out in stimulated and not stimulated by lipopolysaccharide (LPS) blood 
for 6 hours. NAE 20:4 was added at 1.0 µM, 3.0 µM or 10.0 µM doses. The levels of cytokines (TNFα, IL-8), thromboxane 
B2 (TXB2) and leukotriene B4 (LTB4) were analyzed by the ELISA method. Results. We found an increase in TNFα, IL-
8, TXB2, LTB4 in the blood of persons with asthma before in vitro NAE 20:4 exposure, which indicates systemic chronic 
inflammation. Incubation of blood cells without LPS did not affect the change in the spectrum of mediators studied. 
Whereas the treatment of NAE 20:4 at a 10 µM reduced the synthesis of TNFα, IL-8, LTB4, TXB2. In vitro blood cells 
stimulation by LPS led to hyperproduction of cytokines and oxylipins. NAE 20:4 at a dose of 1 µM in LPS-stimulated 
blood had no effect on the production of signaling molecules, while NAE 20:4 at a concentration of 3 µM reduced the 
level of TNFα, IL-8. NAE 20:4 at a dose of 10.0 µM inhibited the cytokines and LTB4 synthesis. The level of TXB2 under 
the influence of NAE 20:4 at 10.0 µM did not change. Conclusion. The results of the study revealed a dose-dependent 
anti-inflammatory effect of NAE 20:4, characterized by its ability to influence the synthesis of pro-inflammatory cytokines 
and oxylipins by the immune cells of individuals with asthma in vitro. Further study of NAE 20:4 opens up new prospects 
for the development of targeted methods for regulating immune processes in asthma.  

Key words: asthma, inflammation, fatty acid ethanolamines, cytokines, oxylipins.
Бронхиальная астма (БА) является распространен-

ным хроническим заболеванием органов дыхания, ха-
рактеризующимся высокой гетерогенностью 
клинических форм, вариабельностью течения и слож-
ными патофизиологическими механизмами [1]. За по-
следние годы достигнут очевидный прогресс в терапии 
больных БА, в то же время данное заболевание по-
прежнему остается причиной высокой инвалидизации 
пациентов и смертельных исходов [2]. Показано, что 
более чем у половины больных БА, получающих лече-
ние, отсутствует контроль над заболеванием, и, следо-
вательно, имеется высокий риск развития обострений 
[3]. В связи с чем существует высокая потребность в 
разработке новых терапевтических и профилактиче-
ских способов лечения и контроля астмы с учетом со-
временных достижений молекулярной медицины. 

Поскольку хроническое системное воспаление оста-
ется ключевым механизмом развития и утяжеления БА 
[2, 4], то основной поиск методов профилактики и 
лечения БА должен быть сосредоточен на возможности 
регуляции иммунных реакций. 

В последнее время большой интерес направлен на 
изучение противовоспалительных свойств особых ли-
пидных молекул – N-ацил-этаноламинов (NAE от. англ. 
N-acylethanolamine) полиненасыщенных жирных кис-
лот (ПНЖК). NAE принадлежат к семейству липидных 
сигнальных молекул, синтезирующихся в организме 
млекопитающих, в том числе и человека. Данные мо-
лекулы состоят из ацильной цепи, связанной с этано-
ламином через амидную связь, отличаются длиной и 
степенью ненасыщенности жирнокислотного остатка 
(рис. 1) [5]. 

N-ацил-этаноламин арахидоновой кислоты 
(NAE 20:4)

N-ацил-этаноламин эйкозапентаеновой кислоты  
(NAE 20:5)

Рис.1. Химическая формула NAE арахидоновой и эйкозапентаеновой кислот. Источник: LIPIDMAPS 
https://www.lipidmaps.org/databases/

N-ацил-этаноламины являются продуктами фер-
ментативных реакций соответствующих n-3 или n-6 
ПНЖК. В частности NAE 20:4 синтезируется из мем-
бранных фосфолипидов, содержащих арахидоновую 
кислоту (20:4n6), под действием N-ацил фосфатидилэ-
таноламин специфической фосфолипазы D (NAPE-
PLD от англ. phosphatidylethanolaminespecific 
phospholipase-D) и N-ацилтрансферазы (NAT от англ. 
N-acyltransferase) [6]. В организме человека NAE, как 
сигнальная молекула, выполняет множество физиоло-
гических функций: регулируют иммунные реакции и 

процессы воспаления; контролируют поведенческие 
процессы, включая тревогу, память; поддерживают 
энергетический баланс; регулируют рост и пролифе-
рацию нервных и иммунных клеток; обладают антино-
цицептивными свойствами [6–10]. Широкое 
разнообразие выполняемых функций NAE в организме 
обусловило исследование их регуляторных и фармако-
логических свойств при различного рода заболеваниях. 
В экспериментах in vitro были продемонстрированы 
противовоспалительные свойства N-ацил-этанолами-
нов арахидоновой (NAE 20:4), эйкозапентаеновой 
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(NAE 20:5) и докозагексаеновой (NAE 22:6) кислот [7, 
10, 11]. Показана способность NAE блокировать синтез 
воспалительного цитокина – фактора некроза опухоли 
α (TNFα) и оксилипинов (тромбоксан В2, лейкотриен 
В4) [12]. Использование NAE 20:5 в исследованиях на 
стимулированных липополисахаридом перитонеаль-
ных макрофагах и адипоцитах выявило способность 
данного этаноламина подавлять образования интерлей-
кина 6 (IL-6), оксида азота (NO) и моноцитарного хе-
мотоксического фактора – 1 (MCP-1) [7]. N-ациламины 
n-3 ПНЖК показали нейропротективную и противо-
воспалительную активности на экспериментальной 
модели очаговой ишемии у мышей [6, 8].  

Как видно из представленных данных NAE ПНЖК 
являются многообещающими биорегуляторами им-
мунных процессов. В то же время отсутствуют иссле-
дования, показывающие ответную реакцию иммунных 
клеток лиц с БА на введение N-ацил-этаноламина ара-
хидоновой кислоты. 

Цель исследования – в условиях in vitro изучить 
влияние N-ацил-этаноламина арахидоновой кислоты 
на способность иммунокомпетентных клеток лиц с БА 
синтезировать провоспалительные цитокины и окси-
липины.  

Материалы и методы исследования  
Объектом исследования in vitro эксперимента яви-

лась цельная кровь 11 пациентов с БА легкой степени 
тяжести контролируемого течения и 10 здоровых доб-
ровольцев, поступавшая из клинического подразделе-
ния Владивостокского филиала ДНЦ ФПД. Забор 
крови у пациентов осуществлялся после подписания 
ими информированного согласия в соответствии со 
стандартами Хельсинкской декларации «Этические 
принципы проведения научных медицинских исследо-
ваний с участием человека в качестве субъекта иссле-
дования» (2013). 

Заболевание диагностировалось на основании про-
токола Глобальной стратегии лечения и профилактики 
БА [1], данных анамнеза, объективного осмотра, пикф-
лоуметрии, спирометрии с выполнением бронхолити-
ческого теста (спирограф «Fukuda», Япония), 
лабораторного исследования. Критериями включения 
в исследование было отсутствие симптомов обост-
рения БА в течение последних 2 месяцев. Критериями 
исключения являлись наличие профессиональных за-
болеваний бронхолегочной системы, сердечно-сосуди-
стых заболеваний (ишемическая болезнь сердца, 
гипертоническая болезнь) и их осложнений, сахарного 
диабета, заболеваний щитовидной железы, острых па-
тологических состояний и обострений хронических 
болезней. 

Венозную кровь для исследования отбирали утром 
натощак в стерильные пробирки Vacuette c ЭДТА К2, 
9 мл, у 11 пациентов с БА (8 женщин, 3 мужчин) в воз-
расте от 24 до 38 лет и 10 здоровых добровольцев в воз-
расте 21-45 лет. Далее в кровь в соотношении 1:5 
добавляли среду RPMI 1640 (Среда RPMI 1640, без 
глутамина, с феноловым красным, без ХЕПЕС, Thermo 
Fisher Scientific). За 30 мин до инкубации и стимуляции 
липополисахаридом (LPS) вносили в исследуемых кон-
центрациях (1,0; 3,0 и 10,0 µМ) N-ацил-этаноламин 
арахидоновой кислоты (NAE 20:4, Sigma-aldrich). 
Далее для стимуляции иммунного ответа в концентра-
ции 10 мкг/мл в биоматериал добавляли липополиса-
харид (LPS серотип 0111:B4, Sigma-Aldrich) и 
инкубировали в термостате при 37ºС в течение 6 часов. 
Другой сет пробирок без LPS, но с соответствующими 
дозами NAE 20:4 продолжали инкубировать при обо-
значенных выше условиях (рис. 2). После инкубации 
биоматериал центрифугировали при 2500 об/мин в 
течение 15 минут. Супернатант отбирали и заморажи-
вали для хранения при -80ºС. 

Рис.2. Дизайн эксперимента. 
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Анализ уровня TNFα, IL-8 определяли методом им-
муноферментого анализа (наборы фирмы OOO Цито-
кин). Секрецию тромбоксана В2 (ТХВ2) и лейкотриена 
В4 (LTВ4) анализировали ELISA методом (Amersham 
Biosciences UK, Biotrak EIA system). Элюирование ок-
силипинов из плазмы крови осуществляли твердофаз-
ной хроматографией (Solid Phase Extraction-SPE) с 
помощью SPE картриджей (С18, Sigma-Aldrich). Ре-
зультаты выражали в пг/мл. 

Статистический анализа полученных результатов 
оценивали с помощью программного продукта 
Statistiсa 10.0. После проверки выборки на нормаль-
ность распределения вычисляли следующие статисти-
ческие параметры: средняя величина (М), ошибка 
средней (m), среднее квадратическое (стандартное) от-
клонение (σ), критерий значимости Стьюдента (t).  

Результаты исследования  
Анализ уровня исследуемых провоспалительных 

медиаторов у лиц с БА до in vitro воздействия этанола-
мином арахидоновой кислоты показал повышенные 
уровни TNFα, IL-8, LTB4 и ТХВ2 (p<0,001 для всех па-
раметров) по сравнению с группой здоровых пациен-
тов (табл.). Выявлено двукратное повышение 
содержания TNFα и IL-8, на 34% повысилась концент-
рация LTB4 и на 22% – ТХВ2 в крови пациентов с БА. 
Следовательно, течение БА даже в легкой степени ха-
рактеризуется интенсификацией образования провос-
палительных медиаторов, что, в конечном итоге, 
является причиной развития системного хронического 
воспаления и утяжеления заболевания.

Таблица 
Оценка показателей провоспалительных цитокинов и оксилипинов до и после воздействия NAE 20:4 

Примечание: (*) – статистическая значимость различий относительно контрольной группы, (+) – статистиче-
ская значимость различий относительно результатов, полученных после инкубации крови пациентов с БА, но 
без LPS; (#) слева – статистическая значимость различий относительно результатов, полученных до (без) инку-
бации крови пациентов с БА; (#) справа – статистическая значимость различий относительно результатов, полу-
ченных после инкубации крови пациентов с БА с LPS. *(+)# – р<0,05; **(++)## – р<0,01; *** (+++)### – р<0,001.

Показатели TNFα пг/мл IL-8 пг/мл LTB4 пг/мл TXB2 пг/мл

Контрольная группа 2,31±0,15 2,18±0,09 12,07±1,2 63,18±1,1

Группа пациентов с БА

До эксперимента / без инкубации ***4,75±0,8 ***4,01±0,12 ***18,3±1,1 ***81,4±4,1

Инкубация 6 часов

Без LPS 5,21±0,9 3,21±0,81 21,52±2,4 79,51±8,1

1 µМ NAE 20:4 4,18±0,15 4,52±0,02 20,21±2,01 87,2±7,4

3 µМ NAE 20:4 4,24±0,29 +++2,66±0,15 24,05±1,97 72,4±9,5

10 µМ NAE 20:4 +++2,47±0,08 ++2,11±0,17 +16,54±1,9 +69,5±8,3

LPS ###14,10±0,9 ###9,14±1,07 ###36,85±2,5 ###168,25±10,8

LPS+1 µМ NAE 20:4 13,38±1,15 10,24±0,92 30,21±3,01 157,2±7,4

LPS+3 µМ NAE 20:4 10,21±0,19## 7,54±1,05# 34,05±1,8 172,4±9,5

LPS+10 µМ NAE 20:4 9,13±0,81### 7,01±0,51## 20,21±1,9### 169,5±8,3

Инкубация клеток крови без LPS в течение 6 часов 
не повлияла на изменение спектра исследуемых медиа-
торов (результаты сравнивались с показателями до ин-
кубации), тогда как внесение NAE 20:4 в дозе 10 µМ 
значительным образом снизило синтез TNFα (в 2,1 
раза, p<0,001), IL-8 (в 1,5 раза, p<0,01), LTB4 (в 1,3 раза, 
p<0,05), TXB2 (1,14 раза, p<0,05). N-ацил-этаноламин 
арахидоновой кислоты в дозах 1 µМ и 3 µМ не оказы-
вал эффекта на выработку TNFα и оксилипинов. В то 
же время отмечалось достоверное снижение синтеза 
клетками иммунной системы IL-8 (p<0,05) под воздей-
ствием NAE 20:4 в дозе 3 µМ. Как видно из получен-

ных данных, NAE 20:4 в дозе 10 µМ и частично в кон-
центрации 3 µМ проявил ярко выраженный противо-
воспалительный эффект в нестимулированной LPS 
крови пациентов с БА. 

Как и предполагалось, in vitro стимуляция иммун-
ных клеток крови больных астмой LPS приводила к 
значительному увеличению выработки иммунными 
клетками цитокинов и оксилипинов, отвечающих за 
острую воспалительную реакцию. После нагрузочного 
теста LPS и инкубации в течение 6 часов уровень TNFα 
повысился в 3 раза (p<0,001), IL-8 в 2,2 раза (p<0,001), 
LTB4 и TXB2 в 2 раза (p<0,001) по сравнению с иден-
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тичными параметрами до инкубации LPS. 
Исследование in vitro влияния NAE 20:4 на образо-

вание провоспалительных медиаторов клетками белой 
крови, взятой у пациентов с БА и стимулированной 
LPS, показал дозозависимый противовоспалительный 
эффект данного этаноламина. Так, в самой низкой кон-
центрации 1 µМ NAE 20:4 практически не оказывал 
влияние на выработку сигнальных молекул. Наблюда-
лась незначительная тенденция к снижению уровня 
LTB4 под действием этаноламина арахидоновой кис-
лоты в дозе 1 µМ. Воздействие NAE 20:4 в концентра-
ции 3 µМ способствовало достоверному снижению 
уровня исследуемых цитокинов: уровень TNFα сни-
зился на 27% (p<0,01), IL-8 на 17% (p<0,05), тогда как 
данная доза этаноламина не повлияла на образование 
эйкозаноидов. Показано, что NAE 20:4 в дозе 10,0 µМ 
оказал ингибирующий эффект на синтез клетками им-
мунной системы провоспалительных цитокинов и ок-
силипинов. Под действием NAE 20:4 в дозе 10,0 µМ 
концентрация TNFα снижалась на 35% (p<0,001), IL-8 
на 23% (p<0,01), уровень LTB4 продемонстрировал па-
дение на 45% (p<0,001). Уровень TXB2 под действием 
N-ацил-этаноламина арахидоновой кислоты в количе-
стве 10,0 µМ не изменился по сравнению с данным па-
раметром стимулированной LPS крови, но без 
добавления исследуемого этаноламина. 

Полученные результаты исследования выявили 
ярко выраженный дозозависимый противовоспали-
тельный эффект этаноламина арахидоновой кислоты, 
характеризующийся в его способности влиять на син-
тез провоспалительных цитокинов и оксилипинов 
клетками иммунной системы в условиях in vitro как в 
стимулированной, так и в нестимулированной LPS 
крови.  

Обсуждение результатов исследования  
Коньюгаты жирных кислот с этаноламинами ши-

роко представлены в природе и выполняют множество 
функций – от регуляции поведения до контроля иммун-
ных процессов [5]. Широкое разнообразие функций, 
выполняемых N-этаноламинами жирных кислот, давно 
привлекает внимание исследователей. В нашем экс-
перименте in vitro были впервые продемонстрированы 
противовоспалительные дозозависимые эффекты эта-
ноламина арахидоновой кислоты на клетках крови 
больных БА. Известно, что хроническое системное 
воспаление является ключевым патогенетическим ме-
ханизмом развития, утяжеления БА и потери контроля 
над заболеванием [2]. Поиск новых таргетных спосо-

бов регуляции иммунных реакций при БА является на-
иактуальнейшей проблемой современной патофизио-
логии и фармакологии. Нами показано, что NAE 20:4 
в дозе 10,0 µМ подавляет биосинтез провоспалитель-
ных цитокинов, таких как TNFα и IL-8, и образование 
эйкозаноида LTB4. Только в нестимулированной LPS 
крови NAE 20:4 был способен снизить продукцию 
TXВ2, тогда как после гиперактивации липополисаха-
ридом иммунной системы этаноламин арахидоновой 
кислоты не изменял уровень TXВ2. По-видимому, спо-
собность NAE 20:4 угнетать образование провоспали-
тельных липидных медиаторов недостаточна при 
сверхвысокой продукции TXВ2 в условиях острого 
воспаления. Выявленную особенность необходимо 
учитывать при дальнейших исследованиях и разра-
ботке фармпрепаратов на основе этаноламинов. Воз-
можно, NAE ПНЖК окажутся более эффективными 
при регуляции системного хронического воспаления, 
а не при острой воспалительной реакции. В исследо-
ваниях J.Meijerink et al. [10] показана способность NAE 
ПНЖК подавлять экспрессию мРНК циклооксигеназы 
2 – основного фермента синтеза оксилипинов из семей-
ства тромбоксанов и простагландинов. Данным эффек-
том NAE можно объяснить тот факт, что N-этаноламин 
арахидоновой кислоты не повлиял на образование 
тромбоксана В2 в стимулированной LPS крови. Спо-
собность NAE 20:4 ингибировать синтез TNFα и IL-8 
обусловлена свойствами данного этаноламида угнетать 
экспрессию ядерного фактора транскрипции NF-kβ 
через PPARα [13].  

Таким образом, полученные результаты исследова-
ния противовоспалительных свойств NAE 20:4 откры-
вают новые перспективы в разработке таргетных 
способов коррекции иммунных процессов при БА. Не-
обходимы дальнейшие исследования по установлению 
клеточно-молекулярного механизма действия N-ацил-
этаноламинов жирных кислот при заболеваниях лег-
ких.  
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