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РЕЗЮМЕ

Целью исследования было определить роль по-
лиморфизма rs11562975 гена TRPM8 в формирова-
нии тяжелой бронхиальной обструкции у больных
бронхиальной астмой во взаимосвязи с курением
табака. Для этого было обследовано 416 пациентов
с бронхиальной астмой различной степени тяжести.
Дизайном исследования подразумевалось проведе-
ние стандартной спирометрии, генотипирование по
полиморфизму rs11562975 гена TRPM8 и оценка
статуса и продолжительности курения. По резуль-
татам исследования выявлено неблагоприятное
влияние курения на функцию внешнего дыхания у
больных с индексом пачка/лет ≥10. Полиморфизм
rs11562975 оказывал модулирующее влияние на эф-
фект курения у больных БА. Влияние курения ≥10
пачка/лет на формирование тяжелой бронхиальной
обструкции было более выражено среди носителей
генотипа GC, по сравнению пациентами, имею-
щими генотип GG. В случае злостного курения ге-
нотип GC достоверно увеличивал риск
формирования тяжелой бронхиальной обструкции
у обследованных пациентов. 

Ключевые слова: бронхиальная астма, TRPM8, та-
бачный дым, генетический полиморфизм, бронхиаль-
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SUMMARY

TRPM8 GENE POLYMORPHISM AND SMOKING
AS THE FACTORS OF SEVERE BRONCHIAL 

OBSTRUCTION IN PATIENTS WITH ASTHMA

D.A.Gassan, D.E.Naumov, O.O.Kotova,
A.G.Prikhodko, J.M.Perelman, V.P.Kolosov

Far Eastern Scientific Center of Physiology and 
Pathology of Respiration, 22 Kalinina Str.,

Blagoveshchensk,675000, Russian Federation

The aim of the study was to determine the role of
rs11562975 polymorphism of TRPM8 gene and tobacco
smoking in the formation of severe bronchial obstruc-
tion in asthma patients. According to this aim, 416 pa-
tients with varying severity of asthma were examined.
The study design included standard spirometry, geno-
typing of rs11562975 TRPM8 gene polymorphism and
evaluation of the status and duration of smoking. The
study revealed the detrimental effect of smoking on the
respiratory function in patients with a pack/year index
≥10. rs11562975 polymorphism had a modulating effect
on the smoking in patients with asthma. The influence
of smoking ≥10 packs-years on the formation of severe

bronchial obstruction was more pronounced among
carriers of GC genotype, compared to patients with GG
genotype. In case of pack-year history ≥20, the GC
genotype significantly increased the risk of severe
bronchial obstruction in the examined patients.

Keywords: asthma, TRPM8, cigarette smoke, genetic
polymorphism, bronchial obstruction.

Тяжелая бронхиальная астма (БА) представляет
собой одну из сложнейших проблем современной
пульмонологии, так как является заболеванием, тре-
бующим тщательной диагностики и лечения. Состав-
ляя не более 10% от всех случаев БА, тяжелая астма
обусловливает более половины расходов здравоохра-
нения на лечение больных БА в целом [4]. Причины тя-
желого течения астмы гетерогенны и до конца не
установлены. Тем не менее, вне зависимости от формы
заболевания, отчетливо прослеживается эффект куре-
ния на многие клинико-функциональные показатели.
Курение у больных БА тесно связано с активацией вос-
паления и развитием необратимых морфологических
изменений в дыхательных путях, с формированием
воздушных ловушек и нарушением функции легких.
Курение сопровождается более выраженной персисти-
рующей симптоматикой БА [1, 18], ускоренными тем-
пами снижения функции легких [2, 10], повышенной
частотой госпитализаций [17] и сниженным ответом на
терапию ингаляционными [5, 19] и пероральными глю-
кокортикостероидами [6]. Наряду с активным, пассив-
ное курение также сопряжено со снижением функции
легких, увеличением частоты обострений, госпитали-
заций и бронхиальной гиперреактивности у больных
БА [7].

Помимо курения, дополнительный эффект на тя-
жесть заболевания могут оказывать неблагоприятные
факторы окружающей среды, а в частности климати-
ческие факторы и аэрополлютанты. В этом аспекте
внимание привлекают каналы с транзиторным рецеп-
торным потенциалом TRPM8, эспрессированные в ды-
хательных путях. Доказано, что TRPM8 могут
выступать в качестве рецепторов низких температур
[3] и продуктов сгорания угля [8]. Более того, была об-
наружена прямая взаимосвязь между курением и сте-
пенью экспрессии TRPM8 [11]. Данный факт также
косвенно подтверждается тем, что в дыхательных
путях больных хронической обструктивной болезнью
легких (ХОБЛ) экспрессия TRPM8 существенно выше,
по сравнению со здоровыми лицами [12].

Установленная к настоящему времени взаимосвязь
генетических полиморфизмов TRPM8 с холодовой ги-
перреактивностью дыхательных путей [14] и ХОБЛ
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[20], позволяет всерьез рассматривать вариации после-
довательности данного гена как возможные факторы
формирования тяжелой бронхиальной обструкции у
больных БА, в особенности среди лиц, злоупотребляю-
щих курением табака.

Целью настоящего исследования было определить
роль полиморфизма гена TRPM8 в формировании тя-
желой бронхиальной обструкции, взаимосвязь его эф-
фекта на функцию легких с курением.

Материалы и методы исследования

Было обследовано 416 больных БА, проживающих
на территории Амурской области, и проходивших ком-
плексное обследование в Дальневосточном научном
центре патологии и физиологии дыхания с 2007 по
2017 годы. Из них у 16 человек (3,8%) был установлен
диагноз легкой интермиттирующей БА, у 118 человек
(28,4%) – легкой, 196 (47,1%) – средней тяжести и 86
(20,7%) – тяжелой персистирующей БА. Исследование
проводилось согласно «Этическим принципам прове-
дения научных медицинских исследований с участием
человека» с поправками от 2008 года и нормативными
документами «Правила надлежащей клинической
практики в Российской Федерации», утвержденными
Приказом №200 от 01.04.2016 МЗ РФ. Перед включе-
нием в исследование все пациенты подписывали ин-
формированное согласие, в соответствии с протоколом,
одобренным этическим комитетом центра. 

Средний возраст обследованных составил
38,5±0,62 лет, 41% больных составляли мужчины, 59%
– женщины. Статус курения оценивался согласно ре-
комендациям ВОЗ 2011 г. Исследование функции
внешнего дыхания проводилось методом спирографии
при форсированном выдохе с анализом кривой поток-
объем на аппарате «FlowScreen» (Erich-Jaeger, Герма-
ния). Параметры функции внешнего дыхания,
определяемые при спирометрии, включали объем фор-
сированного выдоха за первую секунду (ОФВ1), фор-
сированную жизненную емкость легких (ФЖЕЛ),
индекс Тиффно (ИТ), пиковую объемную скорость
(ПОС), мгновенную объёмную скорость после выдоха
50% ФЖЕЛ  (МОС50) и 75% ФЖЕЛ (МОС75), а также
параметр МОС50-75, дающий интегральную оценку про-
ходимости средних и мелких бронхов. Критерием на-
личия тяжелой бронхиальной обструкции служил
уровень ОФВ1 менее 60% от должного.

Кровь для генетических исследований забиралась
из локтевой вены в пробирку, содержащую ЭДТА. Вы-
деление ДНК из образцов периферической венозной
крови проводилось коммерческим набором для экс-
тракции ДНК «ДНК-Экстран-1» (ЗАО «Синтол», Рос-
сия).

Однонуклеотидный полиморфизм гена TRPM8 с.
750G>C (rs11562975) был генотипирован методом
LATE-ПЦР [16] с анализом плавления зондов типа
«molecular beacon» (молекулярные маяки). Смесь для
LATE-ПЦР включала в себя: ДНК-матрица 100 нг, 1х
ПЦР-буфер, MgCl2 2,5 мМ, dNTP 0,25 мМ, праймеры
– прямой (5’-CCAGTACCTTATGGATGACTT-3’) 0,5

мкМ, обратный (5’-GGAGCTTTGCTTC-
GACAGTGGGAT-3’) 0,02 мкМ, зонд с флуоресцентной
меткой и тушителем (5’-FAM-CGGCCAGGATAT-
ACAGTGGAGCCG-BHQ1-3’) 0,5 мкМ, Taq-полиме-
раза HotStart, ингибированная антителами – 1 ЕД, вода
– до 25 мкл. Амплификация проводилась в режиме:
предварительная денатурация – 95ºС/1,5 мин., первый
блок ПЦР: 25 циклов – денатурация 92ºC/1 сек.,
отжиг/элонгация при 62ºC/15 сек., второй блок ПЦР:
45 циклов – денатурация 92ºC/1 сек., отжиг/элонгация
при температуре 58ºС/15 сек., финальная элонгация
72ºC/1 мин. Анализ плавления включал этапы предва-
рительной денатурации при 95ºC/1 мин., гибридизации
– 40ºC/1 мин., и градиентного повышения температуры
от 40ºC до 70ºC с шагом 0,5ºC/0,2 мин. На графиках,
отражающих зависимость -dF/dT (изменение уровня
флуоресценции) от температуры, регистрировались
кривые плавления. Наблюдаемые пики с температурой
плавления 54,5ºC, 44ºC, либо их комбинация, отражали
наличие аллельных вариантов гена. В ряде образцов
отмечалось дополнительное изменение профилей кри-
вых плавления, по отношению к ожидаемым, что было
обусловлено наличием дополнительных вариаций гена
в регионе отжига зонда. В этих случаях генотип по по-
лиморфизму rs11562975 также был дополнительно ве-
рифицирован методом ПЦР с анализом полиморфизма
длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ). ПЦР-
смесь для ПДРФ анализа включала: ДНК-матрица 100
нг, 1х ПЦР-буфер, MgCl2 2,5 мМ, dNTP 0,25 мМ, прай-
меры – прямой (5’-TGGATGACTTCACAAGAGATC-
GACT-3’, подчеркнутый нуклеотид был изменен для
создания сайта рестрикции) и обратный (5’-
AGCAGCAAATGTGTGTGGTTGTTGT-3’) – по 0,2
мкМ каждого, Taq-полимераза HotStart, ингибирован-
ная антителами – 1 ЕД, вода – до 12,5 мкл. Амплифи-
кация проводилась в режиме: предварительная
денатурация – 95ºС/1,5 мин., 40 циклов – денатурация
при 92ºC/10 сек., отжиг при 62ºC/15 сек., элонгация
при 72ºC/15 сек., финальная элонгация 72ºC/1 мин.
Продукт ПЦР длиной 61 п.н. инкубировали с 10ЕД эн-
донуклеазы рестрикции HinfI (ООО «СибЭнзим», Рос-
сия) в течение 16 ч. при 37ºC. Гидролиз продукта
проходил при наличии С аллеля с образованием фраг-
ментов длиной 22 п.н. и 36 п.н. с «липкими» концами
по 3 нуклеотида. Разделение фрагментов проводили
методом электрофореза в 4% полиакриламидном геле
с последующим окрашиванием 0,1% бромистым эти-
дием. Таким образом, в случае генотипа GG визуали-
зировался фрагмент 61 п.н. в случае генотипа СС –
фрагменты 22 и 36 п.н., в случае гетерозиготного гено-
типа – все три указанных фрагмента.

Статистические расчеты выполнялись в программ-
ном пакете Statistica 10.0 (StatSoft, Inc., 2011) с исполь-
зованием параметрических и непараметрических
методов. Анализ количественных переменных с нор-
мальным распределением проводился методом
ANOVA (при множественных сравнениях) и t-Стью-
дента. В случае распределения, отличного от нормаль-
ного использовался ранговый дисперсионный анализ
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Краскела-Уоллиса (для множественных сравнений) и
U критерий Манна-Уитни. Корреляционный анализ
проводился с использованием непараметрического R
критерия Спирмена. Для ассоциативного анализа но-
минальных переменных использовался критерий χ2

Пирсона или точный критерий Фишера. Данные пред-
ставлены в виде M±m для нормально распределенных
переменных и Me [Q1; Q3] – для переменных с распре-
делением, отличным от нормального. 

Результаты исследования и их обсуждение

Согласно проведенному опросу в обследованной
когорте пациентов когда-либо курили 34% респонден-
тов. Среди них 58,4% курили в прошлом, а 41,6% яв-
лялись активными курильщиками. Также среди лиц,
когда-либо злоупотреблявших курением, 61% больных
имели стаж курения 10 п/лет и более, а 37,6% пациен-
тов являлись злостными курильщиками (≥20 п/лет). 

Взаимосвязь снижения функции внешнего дыхания

с курением была очевидна во всех статистических мо-
делях. Так, средние показатели вентиляционной функ-
ции легких среди больных БА, куривших более 10
п/лет, были существенно ниже, по сравнению с паци-
ентами, курившими менее 10 п/лет или отрицающими
курение (p<0,001 для большинства показателей). На-
пример, у больных в категории ≥10 п/лет фиксирова-
лись  наиболее низкие значения ОФВ1 (67,6±2,58%,
p<0,001), тогда как значения ОФВ1 у пациентов со ста-
жем менее 10 п/лет и теми, кто никогда не курил, прак-
тически не отличались (88,8±3,35% и 85,3±1,44%,
p>0,05). Аналогичным образом, стаж курения менее 10
п/лет не оказывал существенного влияния на другие
показатели функции легких (рис. 1). Кроме этого,
среди куривших больных БА отмечалась достоверная
обратная корреляционная взаимосвязь между стажем
курения и показателями спирометрии (ОФВ1 R=-0,42,
p<0,001; ФЖЕЛ R=-0,30, p=0,002; ИТ R=-0,39,
p<0,001).

Рис. 1. Сравнение параметров функции внешнего дыхания среди больных БА с различным стажем курения
(M±m).

Кроме показателей спирометрии, эффект курения
был напрямую взаимосвязан с тяжестью заболевания
– процент лиц со стажем 10 п/лет и более стремительно
возрастал среди больных средней (20,3%) и тяжелой
(39,5%) персистирующей БА. При этом число куриль-
щиков (≥10 п/лет) среди больных с легкими формами
заболевания было существенно ниже (13,3% при ин-
термиттирующей и 7,5% при легкой персистирующей
БА), p<0,001. 

Полученные частоты генотипов для полиморфизма
rs11562975 находились в равновесии Харди-Вайнберга
и соответствовали данным литературы для европей-
ской популяции (GG – 83,1%, GC – 15,4%, CC – 1,5%).
Анализируя полученные данные, мы не обнаружили
статистически значимого влияния полиморфизма на

функцию внешнего дыхания у больных БА, несмотря
на наличие определенных тенденций. Предположи-
тельно, это было вызвано редкой встречаемостью го-
мозиготного СС генотипа, эффект которого был
наибольшим. Несмотря на отсутствие достоверных
различий, спирометрические показатели у СС гомози-
гот и гетерозигот были в целом ниже, по сравнению с
гомозиготами GG (табл.).

Полиморфизм rs11562975 также не оказывал влия-
ния на предрасположенность больных к курению и не
был связан с тяжестью заболевания, либо тяжелой
бронхиальной обструкцией, как качественным призна-
ком.

Наиболее интересное наблюдение было сделано
при анализе влияния курения на функцию легких у
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больных БА с различными генотипами по исследуе-
мому полиморфизму. Так, корреляционная взаимосвязь
между стажем курения и показателями функции внеш-
него дыхания (например, ОФВ1), описанная ранее,
была менее выражена у носителей генотипа GG, по
сравнению с общей группой (R=-36,0, p<0,001), однако
в случае носительства генотипа GC ее сила заметно
возрастала (R=-66,0, p<0,001). Кроме того, несмотря на
отсутствие статистической значимости, среди больных

БА с анамнезом курения 10 п/лет и более гетерозигот-
ный генотип ассоциировался со сниженными значе-
ниями спирометрических показателей, по сравнению
с гомозиготным генотипом GG. При этом, у не курив-
ших пациентов (либо со стажем курения менее 10
п/лет) существенной тенденции влияния генотипа на
функцию внешнего дыхания не прослеживалось (рис.
2).

Таблица
Показатели функции внешнего дыхания у больных БА, носителей различных генотипов 

по полиморфизму TRPM8 rs11562975
Показатель Генотип GG Генотип GC Генотип CC

ОФВ1, % 83,0±1,34 81,4±2,82 73,6±8,68

ФЖЕЛ, % 103,9±1,00 105,1±2,23 98,5±7,68

ИТ, % 81,9±0,95 78,7±2,07 78,8±6,59

ПОС, % 86,6±1,48 83,5±3,49 70,2±9,02

МОС50, % 56,1±1,57 52,3±3,39 54,9±10,04

МОС75, % 56,1±1,54 68,7±17,99 48,7±7,56

МОС50-75, % 61,5±1,67 56,4±3,59 40,9±11,06

Рис. 2. Влияние генотипов по полиморфизму TRPM8 rs11562975 на показатели функции внешнего дыхания
(M±m) среди больных БА, с анамнезом курения менее 10 п/лет (либо не куривших) и куривших, с анамнезом 10
п/лет и более.

Тяжелая бронхиальная обструкция формировалась
у 41,5% куривших больных со стажем ≥10 п/лет, имев-
ших GG генотип, и у 58,3% курильщиков с GC геноти-
пом. Относительный риск развития тяжелой
бронхиальной обструкции при стаже курения более 10
п/лет и носительстве GG генотипа по полиморфизму
rs11562975 гена TRPM8 составил 2,6 95%ДИ [1,61-4,2]
(p<0,001), тогда как в случае носительства генотипа GC
относительный риск был в 1,8 раза выше (4,7 95%ДИ
[1,76-12,52], p=0,002). Еще более выраженный эффект

генотипа на формирование тяжелой бронхиальной об-
струкции наблюдался при злостном курении – в этом
случае носительство генотипа GC достоверно повы-
шало риск формирования тяжелой бронхиальной об-
струкции в 1,8 раза (95%ДИ [1,02-3,13]) по сравнению
с генотипом GG, p=0,04.

Данные, позволяющие достоверно и однозначно
объяснить наблюдаемый феномен, в литературе отсут-
ствуют. Тем не менее, можно сформулировать как ми-
нимум две рабочие гипотезы. Так, в исследовании,
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проведенном in vivo на лабораторных животных, дока-
зано, что сигаретный дым является фактором, увеличи-
вающим экспрессию TRPM8 в эпителии дыхательных
путей [11]. Принимая во внимание, что TRPM8 выпол-
няет важную функцию в рецепции низких температур,
а его полиморфизм rs11562975 (GC генотип) ассоции-
рован с холодовой гиперреактивностью дыхательных
путей у больных БА [14], можно предположить, что up-
регуляция TRPM8 сигаретным дымом у носителей GC
генотипа служит фактором, дополнительно увеличи-
вающим чувствительность дыхательных путей к дей-
ствию низких температур. В неблагоприятных
сезонных климатических условиях, характерных для
Дальневосточного региона, такие больные испыты-
вают широкий спектр холод-индуцированных респи-
раторных реакций, включая гиперсекрецию,
воспаление и бронхоспазм, что, в конечном счете, при-
водит к более тяжелому течению заболевания.

Другое объяснение не затрагивает эффект темпера-
туры вдыхаемого воздуха и основано на данных о со-
держании ментола – известного агониста TRPM8 – в
большинстве выпускаемых сигарет, даже в случаях,
когда этот факт не указывается производителем [15].
Известно, что количество ментола в таких сигаретах
является достаточным для активации TRPM8, экспрес-
сированных в респираторном тракте [15]. Последние
данные указывают, что пары ментола, содержащиеся в
сигаретном дыме, дополнительно усугубляют воспали-
тельную реакцию в бронхах, индуцированную дру-
гими компонентами дыма [13]. Причем как действие
ментола, так и эффекты активных форм кислорода, об-
разующихся при вдыхании сигаретного дыма, в замет-
ной степени реализуются именно через TRPM8 [13].
Возможно, что носительство гетерозиготного генотипа
по полиморфизму rs11562975, помимо большей чув-
ствительности к холоду, также обусловливает более
выраженный ответ на ментол, содержащийся в сигаре-
тах, либо на возникающий оксидативный стресс. На
первый взгляд, эта гипотеза входит в противоречие с
ранее полученными результатами, согласно которым
генотип GC ассоциирован с большей чувствитель-
ностью TRPM8 к холоду, но не к ментолу [9]. Однако,
необходимо учитывать, что эффект ментола на чув-
ствительность TRPM8 оценивался авторами не напря-
мую, а косвенно, по ментол-опосредованной
десенсибилизации рецептора по отношению к холодо-
вому воздействию. Кроме того, можно заметить, что,
несмотря на то, что носители GC варианта медленнее
реагировали на ментол, результирующий эффект воз-
действия у них был более выраженным, по сравнению
с лицами, имевшими GG генотип.

Таким образом, в дополнение к результатам, проде-
монстрировавшим неблагоприятное влияние курения
на формирование бронхиальной обструкции у больных
БА в целом, что согласуется с данными мировой лите-
ратуры, в настоящем исследовании впервые продемон-
стрирована возможная роль полиморфизма rs11562975
гена катионных каналов с транзиторным рецепторным
потенциалом TRPM8 как фактора, дополнительно мо-

дулирующего эффект сигаретного дыма на респиратор-
ный тракт. У носителей генотипа GC (и, вероятно, СС)
при достаточно интенсивном либо продолжительном
курении может увеличиваться темп прогрессирующего
снижения функции легких и формироваться более вы-
раженная бронхиальная обструкция, по сравнению с
лицами, имеющими генотип GG.

Перспективными задачами для будущих исследова-
ний представляются определение влияния полимор-
физма rs11562975 на чувствительность рецептора к
ментолу, а также дополнительная верификация полу-
ченных результатов на группе больных БА со стажем
курения ≥10 п/лет с целью более точной оценки эф-
фекта носительства GC, и, в особенности, редкого СС
генотипа. Кроме того, перспективной представляется
оценка эффектов полиморфизма TRPM8 у больных
ХОБЛ, для которых курение является важнейшим фак-
тором риска развития заболевания. 

Исследование выполнено при финансовой под-
держке РФФИ в рамках научного проекта № 16-34-
60189 мол_а_дк.
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