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В настоящее время бронхиальная астма (БА) является одной из самых актуальных медицинских и социальных проблем, 
молекулярные аспекты формирования и развития которой недостаточно изучены, а диагностика несовершенна. Про-
ведение протеомного анализа при БА позволит не только выявить новые биомаркеры, специфичные для данного заболе-
вания, но и приблизиться к пониманию его патогенетических механизмов. 
Цель исследования: изучить протеомный профиль сыворотки крови детей с БА для выявления белков, ассоциированных 
с данным заболеванием.
Проведено комплексное клинико-лабораторное обследование детей, страдающих БА, и пациентов контрольной группы. 
Протеомный анализ обедненной сыворотки крови включал высокоразрешающий двухмерный электрофорез (1 направле-
ние: иммобилиновые стрипы 17см, рН 3-10, 2-направление: денатурирующий электрофорез в 12,5% полиакриламидном 
геле), окраску белковых пятен на гелях флуоресцентным красителем Flamingo, идентификацию белков методом MALDI-
TOF-масс-спектрометрии при помощи поискового алгоритма Mascot и базы данных Swiss-Prot. Сопоставление проте-
омного профиля сыворотки крови больных БА и пациентов контрольной группы позволило установить, что продукция 
ряда белков снижена при указанной патологии. Среди них были идентифицированы белки в диапазоне молекулярных 
масс 16-33 кДа (p<0,05): глутатионпероксидаза 3, транстиретин, компоненты комплемента С4b и С3. Проведенные 
исследования свидетельствуют о том, что при БА происходят изменения в протеоме сыворотки крови детей, затраги-
вающие белки, которые играют важную роль в иммунных реакциях, транспорте лигандов и антиоксидантной защите. 
Особое внимание следует уделить идентифицированным в ходе данной работы белкам-отличиям (глутатионперокси-
дазе, транстиретину, С3 и С4b фрагментам системы комплемента) или их комбинациям. Изучение особенностей их 
экспрессии позволит расширить наши представления о молекулярных механизмах, лежащих в основе хронического вос-
паления при данном заболевании.
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Currently, bronchial asthma (BA) is one of the most pressing medical and social problems, the molecular aspects of the formation 
and development of BA are insufficiently studied and the diagnosis is not perfect. Carrying out proteomic analysis of BA will not only 
reveal new biomarkers specific to this disease, but also bring us closer to understanding its pathogenetic mechanisms. The purpose of 
the study: to study the proteomic profile of blood serum of children with BA to identify proteins associated with this disease
A comprehensive clinical and laboratory examination of children suffering from BA and control group patients was performed. 
Proteomic analysis of depleted blood serum included high-resolution two-dimensional electrophoresis (1 direction: immobiline 
strips 17cm, pH 3-10, 2 direction: denaturing electrophoresis in 12.5% polyacrylamide gel), protein staining on gels with 
fluorescent dye Flamingo, protein identification by MALDI-TOF mass spectrometry using the search algorithm Mascot and the 
Swiss-Prot database. Comparison of the proteomic profile of BA serum and the control group patients serum allowed us to establish 
that the production of a number of proteins is reduced in this pathology. Among them, proteins in the molecular weight range of 
16-33 kDa (p<0.05) were identified: glutathione peroxidase 3, transtyretin, complement components C4b and C3. Research shows 
that changes in the children’s serum proteome occur in BA, affecting proteins that play an important role in immune responses, 
ligand transport, and antioxidant protection. Special attention should be paid to the differences identified in the course of this work 
(glutathione peroxidase, transtyretin, C3 and C4 fragments of the complement system) or their combinations. Studying the features 
of their expression will expand our understanding of the molecular mechanisms underlying chronic inflammation of this disease.
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Введение. Бронхиальная астма (БА) в настоящее время 
является одной из самых актуальных медицинских и со-
циальных проблем, имеющих важное практическое значе-
ние. По распространенности, тяжести течения, сложности 
диагностики и терапии, затратам на лечение данная нозо-
логия занимает ведущее место среди других хронических 
неинфекционных заболеваний. В разных странах БА бо-
леют от 4 до 35% населения [1]. В России заболеваемость 
среди детей варьирует от 1 до 10% [2]. В основе этой па-
тологии лежит хроническое воспалительное заболевание 
дыхательных путей, в котором играют роль многие клет-
ки и клеточные элементы, а именно: тучные клетки, эо-
зинофилы и Т-лимфоциты [2].  Кроме того, БА включает 
сложные взаимодействия различных факторов на молеку-
лярном уровне, что затрудняет понимание ее патогенеза. В 
отличие от моногенных заболеваний, мультифакториаль-
ные заболевания вызываются не самостоятельно функци-
онирующими белками, а постоянно взаимодействующими 
белковыми сетями [3]. Сыворотка крови содержит дина-
мическую совокупность белков, синтезируемых тканями и 
клетками организма, которые опосредуют гомеостаз через 
регуляцию межклеточной коммуникации, иммунных реак-
ций, функций сосудистых и эндотелиальных клеток, ремо-
делирования тканей и т.д. Сывороточные белки и другие 
циркулирующие факторы могут непосредственно регули-
ровать работу сложных сигнальных сетей, координирую-
щих развитие и прогрессирование БА. 

Среди современных методических подходов молеку-
лярной медицины именно протеомный анализ позволяет 
одновременно анализировать всю совокупность белков 
в исследуемом образце и определять белковые профили 
(паттерны), характерные для того или иного заболевания 
[4]. В связи с этим, проведение протеомных исследований 
сыворотки крови у больных, страдающих БА, позволит 
не только выявить информативные маркеры хроническо-
го аллергического воспаления и новые терапевтические 
мишени, но и приблизиться к пониманию механизмов, 
лежащих в основе данного заболевания у детей.

Цель исследования: изучить протеомный профиль 
сыворотки крови детей с БА для выявления белков, ас-
социированных с данным заболеванием.

Материал и методы. Проведено проспективное об-
следование 8 больных с тяжелым неконтролируемым те-
чением БА. Диагноз верифицирован на основании Наци-
ональной программы «Бронхиальная астма у детей. Стра-
тегия лечения и профилактики» [2]. Для каждого больного 
был подобран в пару идентичный по полу, возрасту ребе-

нок I группы здоровья, не имеющий отягощенного лично-
го и семейного аллергического анамнеза. Средний возраст 
обследованных пациентов составил 11,44±4,67 лет.

Критериями включения в данное исследование бы-
ли: наличие подтверждённого диагноза БА, отсутствие 
сопутствующей хронической патологии со стороны дру-
гих органов и систем, возраст младше 18 лет. Критерии 
исключения: наличие установленных хронических и 
острых заболеваний бронхолегочной системы (тубер-
кулёз, острый трахеобронхит, пневмония и др.), возраст 
пациентов старше 18 лет, отсутствие подписанного ин-
формированного согласия.

Комплексное клинико-лабораторное обследование 
детей, включающее сбор анамнестических данных, 
оценку физического состояния, определение общего 
и специфических IgE, а также исследование функции 
внешнего дыхания с применением пикфлоуметрии, спи-
рографии и бодиплетизмографии. Все исследования вы-
полнены по стандартным методикам. Также всем детям 
проведено исследование протеомного профиля сыво-
ротки крови, включающее высокоразрешающий элек-
трофорез и времяпролетную масс-спектрометрию. 

Взятие крови у пациентов проводили натощак из ве-
ны (4 мл) в пробирки с активатором свертывания. Кровь 
центрифугировали в течение 10 мин при 3000 об/мин  
(1600g), полученную сыворотку аликвотировали и хра-
нили в присутствии коктейля ингибиторов протеаз 
(«Thermo Fisher Scientific», США) при -86°С до проведе-
ния исследования. Перед использованием образцы размо-
раживали при комнатной температуре в течение 15 мин и 
немедленно обрабатывали. Обеднение сыворотки (удале-
ние альбумина и иммуноглобулина G) проводили с исполь-
зованием наборов Aurum Serum Protein Mini Kit (Bio-Rad, 
США) согласно протоколу фирмы производителя. Затем 
обедненные образцы концентрировали и обессоливали на 
пористых фильтрах Amicon Ultra 10кДа (Millipore, США). 
Определение белка в образцах проводили по методу Брэд-
форд [5]. Загрузка белка на 1 гель составляла 125 мкг.

Разделение белков сыворотки проводили методом 
двумерного электрофореза (2Д-ЭФ) [6]. Изоэлектрофо-
кусирование (ИЭФ) осуществляли с использованием 
иммобилиновых стрипов с линейным градиентом рН (17 
см, рН=3-10, Ready Strip IPG Strips, «Bio-Rad», США) на 
приборе Protein IEF Cell («Bio-Rad», США). Буфер для 
ИЭФ включал 7M мочевину, 2M тиомочевину, 1% дити-
отреитол, 1% амфолиты 3-10, 4% СHAPS, 0,05% бром-
феноловый синий («Bio-Rad», США). Программа ИЭФ, 
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после пассивной регидратации образцов течение 15 ч 
при 20°С, включала следующие этапы: 250 В быстро – 
30 мин, до 10000 В линейно – 2 ч, до достижения общих 
45000 В×ч быстро, 1000 В быстро – удержание. Верти-
кальный электрофорез в 12,5% полиакриламидном геле 
(ПААГ) в денатурирующих условиях проводили в каме-
ре Protean II xi Multi-Cell (Bio-Rad, США) при силе тока 
40 мA на гель в течение 5 часов. В качестве стандартов 
молекулярных масс использовали набор белков SDS-
PAGE Standard  (Bio-Rad, США).

Для визуализации белковых зон (после завершения 
2-го направления 2Д-ЭФ) гели окрашивали флуорес-
центным красителем Flamingo (Bio-Rad,США) соглас-
но протоколу производителя, а затем сканировали на 
приборе Chemidoc MP (Bio-Rad, США). Анализ изо-
бражений гелей, включающий сопоставление пятен на 
электрофореграммах, полученных от разных образцов, 
проводился с помощью специального программного 
обеспечения PDQuest, версия 8.0.1. (Bio-Rad, США).

Участки ПААГ-геля, содержащие интересующие 
белки, вырезали и подвергали трипсинолизу согласно 
методике [7] и смешивали с матрицей – 2,5-дигидрокси-
бензойной кислотой (Bruker, Германия). Масс-спектры 
триптических гидролизатов белков были получены на 
MALDI-TOF-масс-спектрометре Microflex LRF (Bruker, 
Германия). Для получения и анализа масс-спектров 
использовали программы FlexControl версии 3.4 и 
FlexAnalysis версии 3.4 (Bruker Daltonics, Германия). 
Для идентификации белков использовали программу 
BioTools версии 3.2 (Bruker, Германия), по масс-листу 
каждого белкового пятна проводили поиск соответству-
ющих кандидатов в базе данных Swiss-Prot (2013_12) с 
использованием локальной версии программы Mascot 
Search 2.4.1 (Matrix Science, США), принимая точность 
определения массы ионов равной 0,01%, таксон Homo 
sapiens, одно пропущенное расщепление, модификации: 
окисление метионинов и алкилирование цистеинов аце-
тамидом. Достоверным считали идентификацию белка 
с индексом достоверности идентификации – Score > 50 
и при проценте покрытия аминокислотной последова-
тельности белка по базам данных совпадающими пеп-
тидами – Sequence Coverage > 15%. 

Статистическую обработку полученных данных осу-
ществляли с помощью программы Statistica (версия 6.0 
фирмы «StatSoft Inc.»). Степень соответствия закона рас-
пределения данных нормальному распределению оцени-
вали с помощью критерия Шапиро-Уилка. При анализе 
частоты встречаемости белков в сыворотке пациентов 
двух групп использовали крите-
рий χ2-критерий (для таблиц 2х2 
– в точном решении Фишера). Ре-
зультаты оценивали как статисти-
чески значимые при p < 0,05.

Результаты. Сопоставление 
протеомного профиля сыворотки 
крови пациентов контрольной и 
основной групп позволило вы-
явить четыре белка отличия с 
молекулярными массами в диа-
пазоне 16-33 кДа, уровень кото-
рых снижен при БА (p  <  0,05): 
глутатионпероксидазу 3 (GPX3), 
транстиретин (TTHY), компо-
ненты комплемента C4b и С3 
(см. таблицу).

Обсуждение. Оценив основные функции выявленных 
белковых молекул, можно предположить к каким измене-
ниям в патогенезе БА приведет снижение их экспрессии.

Идентифицированная нами глутатионпероксида-
за 3 – основной селенозависимый антиоксидантный 
фермент, осуществляющий защиту эпителия трахеи, 
бронхов и альвеол от окислительного повреждения. 
Для функционирования GPX3 необходимо поддержа-
ние концентрации восстановленной формы глутатиона 
(GSH) – ключевого компонента редокс-буферной си-
стемы, который обеспечивает устойчивое поддержание 
тиол-дисульфидного равновесия и антиоксидантной за-
щиты внутри клетки [8]. 

Кроме того, в исследованиях, проведенных K. Seki 
и соавт. [9], было показано, что FceRI-опосредованное 
высвобождение лейкотриенов LTC4 из тучных клеток в 
основном регулируется количеством внутриклеточного 
GSH. Авторы сделали вывод о том, что окислительный 
стресс значительно повышает содержание глутатиона в 
клетках бронхолегочной системы, запуская тем самым не 
только воспалительную реакцию, но и лейкотриен-опос-
редованное сокращение гладкой мускулатуры бронхов.

Установленное уменьшение уровня GPX3 у паци-
ентов основной группы, очевидно, свидетельствует об 
истощении резервов антиоксидантной системы на фоне 
избыточного накопления активных форм кислорода, что 
создает условия для перенапряжения системы редокс-
гомеостаза и дальнейшего развития окислительного 
стресса – одного из ключевых звеньев патогенеза БА, а 
также может усиливать вторичные патологические из-
менения дыхательных путей и лёгочной ткани на фоне 
уже сформировавшегося заболевания [10]. 

В свою очередь, изменение баланса между восста-
новленной и окисленной формой глутатиона вследствие 
нарушения активности и/или экспрессии ферментов, во-
влеченных в его метаболизм, в частности GPX3, может 
нарушать рецептор-индуцированную и опосредованную 
АФК передачу сигналов, контролирующую иммунные 
и воспалительные реакции в бронхолёгочной системе, 
что, очевидно, имеет немаловажное значение в патоге-
незе БА [11].

Основной функцией транстиретина является транс-
порт тироксина и витамина А, связанного с ретинол-
связывающим белком (РСБ), к периферическим тканям. 
Связывание с транстиретином стабилизирует комплекс 
ретинола с РСБ, тем самым уменьшая почечную филь-
трацию последнего и обеспечивая его рециркуляцию 
после того, как ретинол будет доставлен в клетки [12]. 

Белки отличия сыворотки крови, ассоциированные с бронхиальной астмой 

Название  
белка (ID)

№ в
Swiss-Prot Мr, кДа pI Score Sequence 

coverage

Число пептидов, 
вошедших в 

идентификацию

Биологический 
процесс

Глутатион
пероксидаза 3 P22352 25,8 9,1 67,3% 37,6 9 Антиоксидант-

ная защита

Транстиретин P02766 16 5,4 68,7% 129 8 Транспорт 
лигандов

Компонент  
комплемента  
С4b

P0C0L5 32,6 6,4 74,1 67,2 10
Активация 
системы  

комплемента
Компонент  
комплемента  
С3

P01024 21,6 6,1 113 15,4 12
Активация 
системы  

комплемента
П р и м е ч а н и е . ID – аббревиатура названия белков в соответствии с базами данных; Mr – моле-
кулярная масса белков; pI – изоэлектрическая точка белков.
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Экспрессия TTHY подавляется под действием сигналов 
воспалительных цитокинов во время острой фазы вос-
паления [13], а также снижение уровня этого внеклеточ-
ного белка установлено при системном воспалении [14].

Сниженное содержание транстиретина в сыворотке 
крови пациентов основной группы, по-видимому, может 
способствовать высвобождению переносимых им ли-
гандов, создавая их свободные пулы, опосредуя гиперти-
реоидные и гиперретиноидные состояния. Несвязанные 
формы ретиноидов, избыток которых преимущественно 
накапливается в легочной ткани, обладают мембранопов-
реждающим действием, усиливают разобщенность клеток 
и их гибель, что в свою очередь, приводит к активации 
процессов пролиферации и регенерация эпителиальных 
тканей и, как следствие, ремоделированию бронхов при 
БА [15]. Физиологические дозы витамина А и его произ-
водных модулируют дифференцировку эпителиальных 
Т-клеток, регуляцию и созревание В-клеток, в частности, 
через стимуляцию цитокинов, Т-киллеров и баланс между 
Th-1 и Th-2 типами Т-клеток. Однако, избыток ретиноид-
ных соединений, высвобождаемых в свободной форме, 
способен стимулировать киллерную активность и проли-
ферацию Т-лимфоцитов, изменяя субпопуляционные соот-
ношения этих клеток в сторону преобладания Т-хелперов, 
играющих ключевую роль в патогенезе БА [16].

Выявленные в нашем исследовании компоненты 
комплемента С3 и С4b являются важным участниками 
каскада комплемента, обеспечивая гуморальную защиту 
организма от действия чужеродных агентов, т.е. реали-
зации иммунного ответа организма человека. Экспрес-
сия этих белков значительно изменяется в сыворотке 
крови при воспалении и повреждении тканей [17]. По-
мимо печени, клетки легких альвеолярного типа II про-
дуцируют С4 и С3, последний также синтезируется и 
секретируется бронхиолярными эпителиальными клет-
ками [18]. Активация С3 – центрального фактора ком-
племента, который участвует как в классическом, так и 
альтернативном пути, – происходит под действием С3-
конвертазы с образованием фрагментов С3b и C3a, об-
ладающих свойствами анафилотоксина и хемотаксина. 
В результате активации компонента С4 образуется круп-
ный опсонизирующий фрагмент С4b, непосредственно 
присоединяющийся к мембране клетки-мишени или 
антителу. Установлено, что биодоступность компонента 
С4b, может ограничиваться C4b-связывающим белком, 
который лимитирует его функцию [19]. 

Снижение содержания данных фракций комплемен-
та в сыворотке крови больных БА может быть связано с 
их избыточным потреблением при сверхактивации си-
стемы комплемента в периоде обострения заболевания 
и свидетельствует об истощении защитных функций ор-
ганизма ребенка, страдающего БА. 

Заключение. Проведенные исследования свидетель-
ствуют о том, что при БА происходят изменения в протео-
ме сыворотки крови детей, затрагивающие белки, которые 
играют важную роль в иммунных реакциях, транспорте 
лигандов и антиоксидантной защите. Идентифицирован-
ные в ходе данной работы белки (глутатионпероксидаза, 
транстиретин, С3 и С4b фрагменты системы комплемента) 
представляют большой научный и практический интерес. 
Исследование данных молекул достаточно перспективно 
и позволяет использовать протеомный анализ сыворотки 
крови для поиска новых диагностических маркеров брон-
хиальной астмы у детей. А изучение особенностей их экс-
прессии позволяет расширить наши представления о мо-

лекулярных механизмах, лежащих в основе хронического 
воспаления при данном заболевании.
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