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Резюме
Цель исследования. Оценить способность комбинации будесонида и азитромицина влиять на миграцию моно-
цитов и лимфоцитов крови пациентов с хронической обструктивной болезнью легких (ХОБЛ).
Материалы и методы. Мононуклеарные клетки периферической крови пациентов с ХОБЛ (n = 8) инкубиро-
вали с глюкокортикоидом будесонидом (10 нM), макролидным антибиотиком азитромицином (10 мкг/мл) или их 
комбинацией, после чего переносили в миграционные планшеты, содержащие хемокины RANTES (CCL5, 10 нМ) 
или IP-10 (CXCL10, 10 нМ). Клетки, мигрировавшие в нижнюю камеру планшета, собирали, окрашивали моно-
клональными антителами к CD3, СD14, CD19, CD45 и подсчитывали на проточном цитометре. 
Результаты. Азитромицин самостоятельно и в сочетании с будесонидом подавлял миграцию Т-лимфоцитов и 
B-клеток крови и ускорял перемещение моноцитов крови к RANTES и IP-10. Комбинация азитромицина и буде-
сонида обладала более супрессирующим действием на хемотаксис Т- и B-лимфоцитов крови к RANTES и IP-10, 
чем один будесонид. Сочетание азитромицина и будесонида оказывало действие, схожее с влиянием одного 
азитромицина, на миграцию Т- и В-лимфоцитов, а также моноцитов крови пациентов с ХОБЛ.
Заключение. Результаты исследования демонстрируют способность азитромицина самостоятельно модулиро-
вать хемотаксис моноцитов и лимфоцитов периферической крови пациентов с ХОБЛ и отсутствие преимуществ 
его комбинации с будесонидом. 
Ключевые слова: хемотаксис, азитромицин, будесонид, моноциты, лимфоциты, хроническая обструк-
тивная болезнь легких
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Abstract
Objective. To evaluate the ability of a combination of budesonide and azithromycin to infl uence the migration of blood 
monocytes and lymphocytes in patients with chronic obstructive pulmonary disease (COPD).
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Materials and methods. Peripheral blood mononuclear cells from patients with COPD (n=8) were incubated with 
glucocorticoid budesonide (10 nM), macrolide antibiotic azithromycin (10 μg/mL), or their combination, and then 
transferred to chemotaxis chambers containing chemokines RANTES (CCL5, 10 nM) or IP-10 (CXCL10, 10 nM). Cells 
migrated to the lower compartment of the chamber were collected, stained with monoclonal antibodies to CD3, CD14, 
CD19, CD45 and counted on a fl ow cytometer.
Results. Azithromycin alone and in combination with budesonide inhibited the migration of blood T-lymphocytes and 
B-cells and enhanced the migration of blood monocytes to RANTES and IP-10. The combination of azithromycin and 
budesonide had a more suppressive eff ect on the chemotaxis of blood T- and B-lymphocytes to RANTES and IP-10 than 
budesonide alone. The combination of azithromycin and budesonide had an eff ect similar to azithromycin alone on the 
migration of blood T- and B-lymphocytes, as well as monocytes in patients with COPD. 
Conclusion. The results of the study demonstrate the ability of azithromycin alone to modulate the chemotaxis of 
peripheral blood monocytes and lymphocytes in patients with COPD and the lack of advantages of its combination with 
budesonide.
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Введение
Хроническая обструктивная болезнь легких 

характеризуется персистирующей воспалитель-
ной реакцией, развивающейся в дыхательных 
путях в ответ на вдыхание вредных частиц и га-
зов, таких как сигаретный дым, производствен-
ная пыль или дым от сжигания биоорганического 
топлива, что приводит к прогрессирующему огра-
ничению воздушного потока, фиброзу нижних 
дыхательных путей и развитию эмфиземы [1]. 
До глобальной пандемии, вызванной вирусом 
SARS-CoV-2, ХОБЛ являлась третьей причиной 
смертности в мире. В 2019 г. было зафиксирова-
но 3,23 млн смертельных исходов, обусловлен-
ных этим заболеванием [2].

В основе развития ХОБЛ лежит несколько 
механизмов, таких как окислительный стресс, 
активация врожденного иммунного ответа, уси-
ление клеточного старения и резистентный к 
кортикостероидам воспалительный процесс [1]. 
В развитии последнего принимают участие мо-
ноциты/макрофаги, лимфоциты и нейтрофилы. 
Количество этих клеток повышено в легких паци-
ентов с ХОБЛ [3].

Ключевую роль в миграции лимфоцитов 
и моноцитов крови пациентов с ХОБЛ в дыха-
тельные пути отводят хемокиновым рецепто-
рам CXCR3 и СCR5 [4]. Для перемещения кле-
ток, снабженных рецептором CXCR3, требуется 
их взаимодействие с хемокинами MIG (CXCL9), 

IP-10 (CXCL10) или I-TAC (CXCL11). Основными 
лигандами рецептора CCR5 являются MIP-1α 
(CCL3), MIP-1β (CCL4) и RANTES (CCL5) [5]. 

Ингаляционные кортикостероиды способны 
снижать частоту обострений ХОБЛ, особенно у 
пациентов с частыми обострениями и тяжелой об-
струкцией дыхательных путей, но оказывают ми-
нимальное влияние на функцию легких и объем 
форсированного выдоха за первую секунду (ОФВ1) 
[6], что привело к формированию представления 
об устойчивости клеток пациентов с ХОБЛ к корти-
костероидам. Экспериментальные исследования, 
проведенные разными научными коллективами, 
позволили предположить способность азитроми-
цина потенцировать противовоспалительные эф-
фекты глюкокортикоидов, ослабляя таким обра-
зом воспалительную реакцию [7, 8].

Азитромицин представляет собой синтетиче-
ский макролидный антибиотик, который эффек-
тивен против широкого спектра бактериальных 
и микобактериальных инфекций [9]. Он также 
обладает противовирусными и противовоспали-
тельными свойствами, что позволило использо-
вать его у пациентов с коронавирусной инфек-
цией SARS-CoV-2 и MERS-CoV [9]. Азитромицин 
проникает в большинство тканей человека, име-
ет довольно длительный период полувыведения 
(68 ч), благодаря чему продолжает оставаться 
эффективным в течение нескольких дней после 
приема последней дозы [10].
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Азитромицин ингибирует факторы транс-
крипции NF-κB, AP-1 и STAT1, вовлеченные в 
развитие воспалительной реакции при ХОБЛ 
[11–13]. Этот препарат также подавляет экспрес-
сию молекул адгезии VCAM и ICAM, замедляя та-
ким образом миграцию нейтрофилов [14]. Кроме 
того, азитромицин супрессирует экспрессию хе-
мокина IP-10 за счет ингибирования p65 NF-κB, 
ERK-киназ (киназ, регулируемых внеклеточными 
сигналами) и JNK-киназ (c-Jun N-терминальных 
киназ) [15], что препятствует миграции лимфо-
цитов и моноцитов, обладающих рецептором 
CXCR3. Вместе с тем способность этого препа-
рата потенцировать эффекты кортикостероидов, 
связанные с изменением миграции моноцитов и 
лимфоцитов крови пациентов с ХОБЛ, ранее не 
изучалась.

Цель исследования
Оценить способность комбинации будесони-

да и азитромицина влиять на миграцию моноци-
тов и лимфоцитов крови пациентов с ХОБЛ.   

Материалы и методы
В исследовании приняли участие 8 пациен-

тов с ХОБЛ (6 мужчин и 2 женщины) со стабиль-
ным течением заболевания, II–III степенью тя-
жести (в соответствии с критериями GOLD 2019, 
Глобальной инициативы по хронической обструк-
тивной болезни легких) [16] и индексом курящего 
человека более 10 пачка/лет. Возраст обследо-
ванных лиц составил 61,5 (59,0–68,3) года. Из ис-
следования исключались пациенты с бронхиаль-
ной астмой, онкологическими и аутоиммунными 
заболеваниями, нарушениями свертывающей 
системы крови, а также пациенты, принимавшие 
системные глюкокортикоиды последние 6 недель 
до проведения исследования.

Венозную кровь у пациентов забирали утром 
натощак в объеме 15 мл в пробирку, содержа-
щую гепарин натрия в качестве антикоагулян-
та. Мононуклеарные клетки крови выделяли из 
периферической крови путем центрифугирова-
ния на градиенте плотности 1,077, используя 
раствор Lymphopure (Biolegend, США). Клетки 
ресуспендировали в концентрации 1 × 106/мл в 
культуральной среде RPMI 1640 (Gibco, США) с 
добавлением 1 % фетальной телячьей сыворот-
ки (ФТС, Capricorn Scientifi c, Германия).     

 В чистые пробирки помещали 1 мл суспен-
зии клеток (1 × 106 мононуклеарных клеток кро-
ви) и инкубировали с глюкокортикоидом буде-
сонидом (10 нM), азитромицином (10 мкг/мл) 
(Glentham Life Sciences Ltd, Великобритания) 

или их сочетанием при 37 °C, 5 % CO2. Через 
1 ч 100 мкл суспензии клеток переносили в верх-
ние камеры планшета с порами диаметром 5 мкм 
(Costar Corning, США). В нижние камеры планше-
та добавляли 600 мкл хемотаксического буфера, 
состоящего из культуральной среды RPMI 1640, 
обогащенной 1 % ФТС и хемокинами RANTES 
(10 нМ, R&D systems, США) или IP-10 (10 нМ, 
Gibco, США). Планшеты инкубировали при 
37 oC, 5 % CO2. По окончании 2 ч клетки, мигриро-
вавшие в нижнюю камеру, собирали, отмывали 
при помощи фосфатного солевого буфера (ФСБ, 
Cell Wash, BD Biosciences, Польша) и ресуспен-
дировали в этом буфере. Вносили моноклональ-
ные антитела CD3-FITC, СD14-PE, CD19-ECD, 
CD45-APC Alexa Fluor 750 (Beckman Coulter, 
Франция; Exbio, Чехия), после чего клетки инку-
бировали в темноте в течение 20 мин при тем-
пературе 4 оС. В последующем клетки отмывали 
при помощи 3 мл ФСБ, содержащего 0,2 % бычий 
сывороточный альбумин (BD Biosciences, США), 
и фиксировали путем добавления 300 мкл 1 % 
раствора параформальдегида. На проточном 
цитометре Navios (Beckman Coulter, США), на-
строенном на среднюю скорость потока клеток, в 
течение 100 с подсчитывали количество лимфо-
цитов и моноцитов. 

Для анализа образцов использовали про-
граммное обеспечение Kaluza (Beckman Coulter). 
T-лимфоциты определяли как CD45+CD3+, 
B-лимфоциты — CD45+CD19+, моноциты — 
CD14+ клетки.

Статистическую обработку данных осущест-
вляли с использованием программы GraphPad 
Prism, версия 7.00 (GraphPad Software, США). 
Оценку результатов исследования проводили 
методом однофакторного дисперсионного ана-
лиза (ANOVA) с последующим апостериорным 
попарным сравнением показателей с помощью 
критерия Тьюки. При всех видах статистического 
анализа критическое значение уровня значимо-
сти принимали как равное 5 %.

Результаты и обсуждение
В настоящем исследовании будесонид по-

давлял миграцию B-лимфоцитов в направлении 
RANTES, но не оказывал воздействия на пере-
мещение к этому хемокину Т-лимфоцитов (рису-
нок 1). Схожим образом глюкокортикоиды влияли 
на хемотаксис Т- и B-лимфоцитов к IP-10. Добав-
ление азитромицина к клеточной суспензии при-
водило к снижению миграции Т- и B-лимфоцитов 
в направлении RANTES и IP-10. При этом ази-
тромицин обладал более выраженной способно-
стью супрессировать миграцию Т-лимфоцитов и 
B-клеток, чем будесонид.  
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Рисунок 1. Влияние азитромицина и будесонида на хемотаксис Т- и B-лимфоцитов периферической крови пациентов
с хронической обструктивной  болезнью легких к RANTES и IP-10: *p < 0,05 по сравнению с контролем 

(клетками крови, находившимися без лекарственных средств); ♦p < 0,05 по сравнению с Буд 10 нМ
Figure 1. Eff ect of azithromycin and budesonide on the chemotaxis of peripheral blood T- and B-lymphocytes of patients with chronic 

obstructive pulmonary disease to RANTES and IP-10 : *p < 0,05 compared with the control 
(blood cells that were without medications); ♦p < 0,05 compared with Bud 10 нМ

На рисунке 1 представлены графики, демон-
стрирующие влияние азитромицина (Аз, 10 мкг/
мл), будесонида (Буд, 10 нМ) и их сочетания на 
миграцию Т- и B-лимфоцитов, индуцированную 
10 нМ RANTES (A, В) и 10 нМ IP-10 (Б, Г). Резуль-
таты представлены в виде среднего ± стандарт-
ная ошибка среднего; n = 8. 

Комбинация азитромицина и будесонида по-
давляла миграцию Т-лимфоцитов и B-клеток к 
RANTES и IP-10. Сочетание этих лекарственных 
средств оказалось более эффективным в сниже-
нии хемотаксиса Т- и B-лимфоцитов к RANTES и 

IP-10, чем один будесонид, но не имело преиму-
ществ по сравнению с действием одного азитро-
мицина. 

Как известно, среди Т-лимфоцитов выделя-
ют различные субпопуляции, которые оказывают 
специфическое воздействие на воспалительный 
процесс при ХОБЛ. Так, цитотоксические Т-лим-
фоциты и Т-хелперы 1-го типа продуцируют фак-
тор некроза опухоли α (ФНОα) и интерферон γ
(ИФНγ). ФНОα активирует фактор транскрипции 
NF-κB, который индуцирует транскрипцию генов, 
кодирующих провоспалительные цитокины, хе-
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мокины и молекулы адгезии [17]. ИФНγ, в свою 
очередь, индуцирует синтез лигандов для рецеп-
тора CXCR3 (MIG, IP-10 и I-TAC) [5]. Кроме того, 
цитотоксические Т-лимфоциты секретируют бел-
ки перфорины и гранзим B, которые инициируют 
апоптоз или некроз альвеолярных клеток [18]. 
Т-хелперы 2-го типа продуцируют интерлейкин 
4 (ИЛ-4), ИЛ-5, ИЛ-13 и в дальнейшем запуска-
ют эозинофильное воспаление [19]. Т-хелперы 
17-го типа секретируют ИЛ-17A, который индуци-
рует экспрессию ИЛ-8 и гранулоцитарно-макро-
фагального колониестимулирующего фактора в 
эпителиальных и эндотелиальных клетках, что 
усиливает привлечение нейтрофилов в очаг вос-
паления [20, 21]. 

В-лимфоциты, оказавшись в легких паци-
ентов с ХОБЛ, синтезируют ИЛ-10, который ак-
тивирует продукцию макрофагами матриксных 
металлопротеиназ 9 и 12. Эти ферменты вызы-
вают деградацию белков внеклеточного матрик-
са легких, что приводит к развитию эмфиземы 
и формированию низкомолекулярных регуля-
торных пептидов, получивших название матри-
кинов. Данные пептиды известны способностью 

привлекать нейтрофилы в легкие [22]. Кроме 
того, В-лимфоциты могут пролиферировать и со-
зревать в плазматические клетки, которые проду-
цируют антитела к бактериям или собственным 
компонентам легких. Взаимодействие аутоанти-
тел со своими антигенами индуцирует активацию 
комплемента и в последующем миграцию клеток 
воспаления в легочную ткань [23]. 

Приведенные в настоящем исследовании 
данные в совокупности со значением Т-лим-
фоцитов и B-клеток в патогенезе ХОБЛ дают 
основание полагать, что азитромицин как само-
стоятельно, так и в совокупности с глюкокорти-
коидами способен замедлять прогрессирование 
ХОБЛ за счет снижения количества мигрировав-
ших в легкие Т- и В-лимфоцитов.

В нашей работе будесонид ускорял переме-
щение моноцитов к хемокинам RANTES и IP-10 
(рисунок 2). Азитромицин также индуцировал ми-
грацию моноцитов к этим хемокинам. Комбина-
ция будесонида и азитромицина активировала 
хемотаксис моноцитов в направлении RANTES и 
IP-10, но не отличалась по силе действия от этих 
препаратов, внесенных к клеткам по отдельности.

Рисунок 2. Влияние азитромицина и будесонида на хемотаксис моноцитов периферической крови пациентов 
с хронической обструктивной болезнью легких к RANTES и IP-10: *p < 0,05 по сравнению с контролем 

(клетками крови, находившимися без лекарственных средств)
Figure 2. Eff ect of azithromycin and budesonide on chemotaxis of peripheral blood monocytes in patients with chronic obstructive 

pulmonary disease to RANTES and IP-10: *p < 0,05 compared with the control 
(blood cells that were without medications)

На рисунке 2 приведены графики, демон-
стрирующие влияние азитромицина (Аз, 10 мкг/
мл), будесонида (Буд, 10 нМ) и их сочетания на 
миграцию моноцитов, индуцированную 10 нМ 
RANTES (A) и 10 нМ IP-10 (Б). Результаты пред-

ставлены в виде среднего ± стандартная ошибка 
среднего; n = 8. 

Известно, что глюкокортикоиды могут инду-
цировать популяцию противовоспалительных мо-
ноцитов, которые мигрируют в места воспаления, 
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синтезируют противовоспалительные цитокины 
и имеют повышенную фагоцитарную активность, 
что способствует подавлению воспаления [24]. 
Основываясь на этих данных, мы полагаем, что 
усиление хемотаксиса моноцитов к хемокинам 
RANTES и IP-10 под влиянием будесонида и ази-
тромицина, продемонстрированное в настоящей 
работе, может быть обусловлено активирующим 
действием лекарственных средств на противо-
воспалительные моноциты, что в дальнейшем 
может супрессировать воспалительную реакцию. 
Данное предположение требует проверки в буду-
щих исследованиях путем определения феноти-
па и свойств мигрировавших моноцитов.

В предыдущих исследованиях мы продемон-
стрировали, что совместное использование бу-
десонида и азитромицина приводило к снижению 
синтеза тимического стромального лимфопоэти-
на, ИЛ-4 и ИЛ-8 мононуклеарными клетками пе-
риферической крови более эффективно, чем лю-
бой из этих препаратов по отдельности. При этом 
сочетание глюкокортикоидов и азитромицина по 
сравнению с одним макролидным антибиотиком 
имело сходную способность ингибировать про-
дукцию ИЛ-5 и ИЛ-13 [7]. Такие данные в соче-
тании с результатами настоящего исследования 

свидетельствуют в пользу избирательной спо-
собности азитромицина влиять на чувствитель-
ность клеток к глюкокортикоидам.  

Заключение
Добавление к клеткам крови пациентов с 

ХОБЛ лекарственного средства азитромицин 
(10 мкг/мл), самостоятельно и в сочетании с ле-
карственным средством будесонидом (10 нМ), 
приводит к подавлению миграции к RANTES 
и IP-10 Т-лимфоцитов и B-клеток, а также уско-
рению перемещения к этим хемокинам моноци-
тов. Комбинация азитромицина и будесонида 
обладает более супрессирующим действием на 
хемотаксис Т- и B-лимфоцитов крови к RANTES и 
IP-10, чем один будесонид. Сочетание азитроми-
цина и будесонида оказывает действие, схожее 
с влиянием одного азитромицина, на миграцию 
Т- и B-лимфоцитов, а также моноцитов крови 
пациентов с ХОБЛ. В  совокупности результа-
ты исследования демонстрируют способность 
азитромицина самостоятельно модулировать 
хемотаксис моноцитов и лимфоцитов перифе-
рической крови пациентов с ХОБЛ и отсутствие 
преимуществ его комбинации с будесонидом. 
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