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Цель исследования — определить влияние тиотропия бромида на морфофункциональные свойства нейтрофилов и 

макрофагов бронхиального дерева при хронической обструктивной болезни легких (ХОБЛ). В результате применения тио-

тропиума в течение 3 мес существенно улучшены качественные характеристики ключевых эффекторных клеток. Выявлен-

ные изменения наблюдались во всех группах больных независимо от предшествующего режима лечения ХОБЛ. 
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Aim of the research — to define the tiotropium bromide influence on bronchial neutrophiles and macrophages morphofunc-

tional properties at stable of chronic obstructive pulmonary disease (COPD). The tiotropium using for 3 months has allowed to  

improve essentially qualitative characteristics of key effectors cells. The revealed changes were observed in all groups of patients ir-

respective of a previous mode of COPD treatment. 
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Введение 

В сложной иерархии клеточных отношений при 

хронической обструктивной болезни легких (ХОБЛ) 

ключевым элементом является нейтрофил [2]. Зрелый 

нейтрофил выбрасывается в циркуляцию, где имеет 

короткий период жизни, на протяжении которого он 

либо привлекается в регион воспаления либо стареет и 

устраняется [4]. Известно, что у больных ХОБЛ раз-

мер нейтрофилов в индуцированной мокроте меньше, 

чем у здоровых лиц [8]. Процесс миграции связан с 

активацией нейтрофилов, проявляющейся мобилиза-

цией азурофильных гранул и их экзоцитозом с выде-

лением энзимного содержимого [13]. Это подтвержда-

ется обнаружением в супернатанте мокроты повы-

шенной концентрации миелопероксидазы (МПО) и 

катионных протеинов [1]. МПО — один из основных 

биомаркеров, отражающих активность нейтрофильно-

го воспаления [3]. В целом содержание МПО в ней-

трофилах индуцированной мокроты у пациентов с 

ХОБЛ выше, чем у здоровых некурящих доброволь-

цев, что отражает высокий воспалительный потенциал 

фагоцитарной системы. Однако по мере прогрессиро-

вания болезни активность МПО в них снижается, од-

новременно с этим наблюдается увеличение внекле-

точно расположенного фермента [14]. Обилие опус-

тошенных мелких нейтрофилов, практически не 

содержащих миелопероксидазу и катионный протеин, 

— типичная картина в индуцированной мокроте при 

тяжелом (очень тяжелом) течении ХОБЛ. Последую-
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щая судьба таких клеток — апоптоз или некроз. 

Апоптозные клетки редко обнаруживаются в здоро-

вых легких человека [9]. Их количество возрастает 

при хронических воспалительных болезнях легких, в 

большей степени по причине уменьшения активности 

элиминации клеток (эффероцитоза) [12]. 

Основная активность по обеспечению эффероци-

тоза апоптозных нейтрофилов приходится на пул ре-

зидентных макрофагов легких.  

При ХОБЛ эффероцитоз подвергшихся апоптозу 

нейтрофилов является дефектным [7]. В норме для 

резидентных макрофагов легких с ультраструктурны-

ми признаками выраженного фагоцитоза характерны 

наиболее крупные размеры и низкое ядерно-цитоплаз-

матическое отношение. Однако именно этот пул фа-

гоцитов страдает при ХОБЛ, несмотря на то что в це-

лом количество макрофагов в индуцированной мокро-

те и лаважной жидкости у больных увеличивается. 

Клиническая группа «Воспалительные легочные бо-

лезни» под руководством M. Frankenberger идентифи-

цировала особую популяцию макрофагов индуциро-

ванной мокроты больных ХОБЛ, обладающих мень-

шими размерами. У здоровых эта популяция малых 

макрофагов составляет только около 7% от всех мак-

рофагов, в то время как у больных ХОБЛ она может 

повышаться до 90% во время острых эпизодов. В от-

вет на персистентное легочное воспаление на смену 

зрелым макрофагам приходят рекрутированные из 

периферической крови моноциты. Но их фагоцитар-

ная активность оказывается значительно более низкой 

по сравнению с резидентными макрофагами [6]. Та-

ким образом, процессы апоптоза нейтрофилов и свое-

временное удаление апоптозных клеток макрофагами 

определяют сохранность легочной структуры. 

Известно, что тиотропия бромид (ТБ) воздейству-

ет на основные патофизиологические вентиляционные 

механизмы, развивающиеся при ХОБЛ: обладает дли-

тельным бронхорасширяющим действием, уменьшает 

гиперинфляцию. Вместе с тем есть все основания по-

лагать, что постоянная терапия больных ХОБЛ тио-

тропия бромидом сопровождается уменьшением вос-

паления в бронхах. Предположение о наличии у М-

холинолитика ТБ противовоспалительных свойств 

возникло в связи с получением результатов клиниче-

ских плацебоконтролируемых исследований, в кото-

рых было показано, что применение этого препарата 

способствовало увеличению продолжительности пе-

риода до первого обострения, снижению выраженности 

симптомов обострений и частоты госпитализаций по 

поводу обострений [11]. Впоследствии эти данные были 

подтверждены результатами исследования UPLIFT [5, 

15]. Механизмы противовоспалительного эффекта ТБ 

раскрыты не полностью. 

Цель исследования — определить влияние тио-

тропия бромида на морфофункциональные свойства 

нейтрофилов и макрофагов бронхиального дерева при 

хронической обструктивной болезни легких. 

Материал и методы 

Проведено стратифицированное открытое контро-

лируемое проспективное сравнительное исследование 

с курсом терапии тиотропия бромидом длительностью 

3 мес в параллельных группах.  

Методом случайной выборки в исследование были 

включены 78 пациентов обоего пола (15 женщин и 63 

мужчины), страдающих стабильной ХОБЛ II—IV ста-

дий. Из них 21 человек с ХОБЛ II стадии, ранее не 

получавший поддерживающей терапии (группа 1), 30 

больных ХОБЛ III—IV стадий, также ранее не полу-

чавших поддерживающей терапии (группа 2), и 27 

пациентов с III—IV стадиями ХОБЛ, применявших 

ранее фиксированную комбинацию флутиказона про-

пионат/салметерол (ФП/САЛ) на протяжении не менее 

6 мес (группа 3). Пациентам всех групп назначался 

тиотропия бромид сроком на 3 мес в стандартной су-

точной дозе — 18 мкг ингаляционно 1 раз в сутки. 

Пациентам группы 3 ТБ был назначен в дополнение к 

комбинации ФП/САЛ.  

У всех пациентов до и после курса лечения ТБ по 

стандартной методике проводился забор индуциро-

ванной мокроты для приготовления мазков. Окраска 

мазков на МПО осуществлялась бензидином по мето-

ду Грэхема—Кнолля. Для определения катионного 

протеина мазки окрашивались прочным зеленым по 

модифицированному методу В.Е. Пигаревского. Оп-

ределение содержания цитоферментов, измерение 

размеров нейтрофилов и макрофагов, площади цито-

плазмы и ядра в них проводилось методом компью-

терной цитоморфометрии в программе Adobe Photo-

shop. В рамках цитохимического исследования ней-

трофилов индуцированной мокроты содержание 

МПО и катионного протеина (КП) определялось 

дважды: до и после терапии ТБ. Содержание МПО и 

КП в клетке оценивались по результатам цитохими-
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ческой реакции исследуемого вещества с реагентами 

в единицах оптической плотности — большему зна-

чению показателя соответствовала меньшая концен-

трация фермента. 

Статистическая обработка данных проводилась с 

использованием пакета программ Statistica 6.0 for 

Windows (StatSoft, США). Для сравнения групп пока-

зателей использовались непараметрические методы 

(критерии Манна—Уитни и Вилкоксона). Пороговый 

уровень статистической значимости принимался при 

значении критерия р < 0,05. 

Результаты 

Результатом лечения тиотропия бромидом были 

морфологические изменения нейтрофилов бронхиаль-

ного дерева. После 3-месячного лечения ТБ произошло 

увеличение средних размеров нейтрофилов индуциро-

ванной мокроты у больных ХОБЛ II стадии, ранее не 

получавших поддерживающей терапии, и в группе 

больных с III—IV стадиями ХОБЛ, которым ТБ был 

добавлен к ранее начатому лечению ФП/САЛ (табл. 1).  

Возрастание средних размеров нейтрофилов про-

изошло вследствие увеличения площади цитоплазмы. 

Различные условия терапии ТБ, такие как степень тяже-

сти болезни, предшествующая терапия ФП/САЛ и по-

следующая сочетанная терапия ТБ с ФП/САЛ, не влия-

ли на направленность изменений морфометрических 

показателей нейтрофилов: во всех группах в результате 

лечения ТБ произошло увеличение средних размеров 

цитоплазмы этих клеток и, соответственно, уменьшение 

ядерно-цитоплазматического соотношения.  

После трехмесячного лечения тиотропия броми-

дом больных ХОБЛ наряду с морфометрическими 

изменениями нейтрофилов произошло увеличение 

содержания миелопероксидазы в цитоплазме этих 

клеток, о чем свидетельствует снижение показателей 

оптической плотности цитоплазмы после окрашива-

ния цитохимическими реактивами на МПО. Подобные 

изменения наблюдались и в отношении катионного 

протеина — увеличилось внутриклеточное содержа-

ние катионных протеинов (табл. 2).  

В результате лечения ТБ в индуцированной мок-

роте стал преобладать пул нейтрофилов с высокой 

внутриклеточной концентрацией МПО и катионных 

протеинов. В целом можно констатировать, что после 

проведенного лечения в бронхолегочном регионе 

сформировалась среда, свойства которой не иниции-

руют экзоцитоз нейтрофильными лейкоцитами таких 

цитотоксических субстанций, как миелоперокидаза и 

катионные протеины.  

Т а б л и ц а  1  

Морфометрические показатели нейтрофилов индуцированной мокроты в стабильный период ХОБЛ до и после лечения тиотропия 

бромидом  

в течение 3 мес (M  m) 

 Показатель  
Группа 

р1—2,3; 2—3 
1 (21 человек) 2 (28 человек) 3 (22 человека) 

Площадь клетки, мкм2 
до терапии ТБ 59,5  3,4 58,9  3,6 53,1  2,1 >0,05 

после терапии ТБ 68,2  3,6* 61,6  3,0 64,6  2,4* >0,05 

Площадь цитоплазмы, мкм2 
до терапии ТБ 29,9  2,0 29,3  1,9 25,2  1,7 >0,05 

после терапии ТБ 43,4  2,5** 37,8  2,1* 41,9  2,2** >0,05 

Площадь ядра, мкм2 
до терапии ТБ 29,6  2,1 29,6  2,1 27,9  1,3 >0,05 

после терапии ТБ 24,7  1,9 24,3  1,8 23,1  1,3 >0,05 

Ядерно-цитоплазматический индекс 
до терапии ТБ 1,1  0,1 1,1  0,1 1,2  0,1 >0,05 

после терапии ТБ 0,6  0,1* 0,7  0,1* 0,6  0,1* >0,05 
 

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2, 3 статистически значимые различия морфометрических показателей до и после лечения пациентов 

тиотропия бромидом: * — р < 0,05; ** — р < 0,01. 

Т а б л и ц а  2  

Содержание миелопероксидазы и катионного протеина в нейтрофилах индуцированной мокроты больных ХОБЛ до и после терапии 

тиотропия бромидом (M  m), ед. опт. плотности 

Показатель  
Группа 

р1—2,3; 2—3 
1 (21 человек) 2 (27 человек) 3 (27 человек) 

Миелопероксидаза 
до терапии ТБ 121,6  7,4 126,40  5,10 129,9  6,01 >0,05 

после терапии ТБ 92,3  5,6** 94,23  6,90** 84,7  6,7** >0,05 

Динамика активности миелопероксидазы –29,3  5,7 –30,80  7,20 –45,2  4,1 >0,05 
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Катионный протеин 
до терапии ТБ 82,6  3,5 89,20  2,70 86,3  4,3 >0,05 

после терапии ТБ 61,2  2,3** 71,20  2,90* 65,7  3,4** >0,05 

Динамика активности катионного протеина –18,7  1,7** –17,90  3,03* –20,9  4,1** >0,05 
 

Т а б л и ц а  3  

Морфометрические показатели макрофагов индуцированной мокроты в стабильный период ХОБЛ до и после лечения тиотропия 

бромидом  

в течение 3 мес (M  m) 

Показатель  
Группа 

р1—2, 3; 2—3 
1 (21 человек) 2 (28 человек) 3 (22 человек) 

Площадь клетки, мкм2 
до терапии ТБ 256,60  27,80* 213,90  13,00* 265,80  17,30 р1—2,3 > 0,05; р2—3 = 0,03 

после терапии ТБ 339,50  32,90** 283,90  18,20** 338,40  17,80* р1—2,3 > 0,05; р2—3 = 0,026 

Площадь цитоплазмы, мкм2 
до терапии ТБ 168,70  24,30 131,10  9,70** 166,60  12,10 р1—2,3 > 0,05; р2—3 = 0,028 

после терапии ТБ 263,45  29,90** 210,90  13,90** 272,10  13,60** р1—2,3 > 0,05; р2—3 = 0,0029 

Площадь ядра, мкм2 
до терапии ТБ 87,90  6,04 82,80  4,70 99,50  6,20 р1—2,3 > 0,05; р2—3 = 0,015 

после терапии ТБ 75,45  4,20 70,20  4,10* 71,30  3,40**  > 0,05 

Ядерно-цитоплазматическое 

отношение 

до терапии ТБ 0,62  0,04 0,68  0,04 0,65  0,05  > 0,05 

после терапии ТБ 0,32  0,02** 0,34  0,02** 0,28  0,01** р1—2,3 > 0,05; р2—3 = 0,013 

 

Ядерно-цитоплазматическое отношение является 

ключевым фактором, определяющим возможность и 

активность фагоцитоза бронхолегочными макрофага-

ми. После курса лечения ТБ отмечено увеличение 

размера макрофагов в мокроте во всех группах паци-

ентов (р < 0,05). Это объясняется прежде всего суще-

ственным увеличением площади их цитоплазмы во 

всех трех группах (табл. 3). 

Исходно макрофаги индуцированной мокроты у 

всех пациентов не различались по значению ядерно-

цитоплазматического отношения (р > 0,05). После 

лечения ТБ значение данного показателя уменьши-

лось во всех группах. Динамика ядерно-

цитоплазматического отношения между группами в 

конце исследования статистически значимо не разли-

чалась (р > 0,05) (табл. 3). 

Обсуждение 

Применение ТБ в течение 3 мес позволило суще-

ственно изменить качественные характеристики клю-

чевых эффекторных клеток. 

Исчерпывая вследствие экзоцитоза свой фермен-

тативный запас, нейтрофилы бронхиального дерева не 

только создают условия для воспалительного ответа в 

тканях, но и фактически теряют собственную функ-

циональную активность. Увеличение содержания 

МПО и КП в цитоплазме нейтрофилов, а также объе-

ма цитоплазмы и размеров самих клеток может свиде-

тельствовать о повышении функциональной активно-

сти и жизнеспособности нейтрофилов в связи с 

уменьшением интенсивности экзоцитоза и преимуще-

ственным содержанием цитоферментов внутри клетки 

[16]. Эти процессы, происходящие на фоне оптималь-

ной и длительной терапии ТБ, способствуют стабили-

зации состояния больного вследствие уменьшения 

деструктивного потенциала нейтрофилов и снижения 

интенсивности местного воспаления. 

Полноценный дренаж вследствие адекватного 

расширения бронхов и нормализации качества и рео-

логии мокроты позволяет улучшить санацию бронхи-

ального дерева, следствием чего является снижение 

бактериальной нагрузки. В результате уменьшается 

активность нейтрофилов в легких, снижается интен-

сивность экзоцитоза биологически активных продук-

тов клетки, тем самым прерывается цепь деструктив-

ных последствий персистирующего воспаления и, 

возможно, создаются условия для предотвращения 

дальнейшего прогрессирования болезни. 

Следствием применения ТБ в течение 3 мес стало 

появление в бронхах популяции макрофагов большей 

величины. Данные изменения — важный фактор сни-

жения активности воспаления в дыхательных путях. 

Снижение активности воспаления в бронхах, с одной 

стороны, уменьшает приток функционально не спо-

собных к эффективному фагоцитозу моноцитов, а с 

другой — создает условия для созревания и полноцен-

ной дифференцировки локального пула макрофагов, 

что обеспечивает завершенный эффероцитоз клеток 

(включая нейтрофилы) [10]. Ведь если макрофаги не 

способны удалять апоптозные нейтрофилы, последние 
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могут подвергаться вторичному (постапоптотическо-

му) некрозу и высвобождать большое количество ней-

трофильных деструктивных протеиназ и оксидантов 

[17]. 

Важно отметить, что указанные качественные из-

менения в индуцированной мокроте на фоне лечения 

тиотропия бромидом наблюдались во всех группах 

пациентов с ХОБЛ II—IV стадий независимо от 

предшествующего лечения.  

Заключение 

Назначение тиотропия бромида в качестве дли-

тельной поддерживающей терапии при отсутствии 

противопоказаний патогенетически обоснованно для 

всех больных клинически значимой ХОБЛ, в том чис-

ле и для пациентов, получающих лечение фиксиро-

ванной комбинацией флутиказона пропионата и сал-

метерола. 

Работа выполнена при частичной финансовой 

поддержке Федеральной целевой программы «Иссле-

дования и разработки по приоритетным направлени-

ям развития научно-технического комплекса России 

на 2007—2013 годы» (ГК № 16.512.11.2112 от 

21.02.2011 г.). 
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