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Аннотация. Цель исследования – изучение экспрессии гена TNFR1 в бронхах крыс с овальбумин-
индуцированной бронхиальной аст мой с учетом влияния интрамуральных метасимпатических ганглиев 
и стабилизации мембран тучных клеток кро могликатом натрия. В этой работе под экспрессией гена 
понимается накопление мРНК в тканях бронхов. Экспрессия гена и рецептора TNFR1 играет большую 
роль в развитии аллергической астмы. По данной причине для анализа был выбран именно ген TNFR1.  
Материалы и методы. Образцы бронхов крыс популяции Вистар исследовались при помощи метода 
полимеразной цепной реакции в режиме реального времени. Для опытов брались бронхи с ганглия-
ми (в области бифуркаций) и бронхи без ганглиев (прямые участки). Забор материала проводился у  
7 групп крыс: с овальбумин-индуцированной бронхиальной астмой (6 групп) и контрольных животных 
(1 группа). Для лечения трех групп крыс с моделью астмы применялся стабилизатор мембран тучных 
клеток – кромогликат натрия. Результаты. Установлено, что экспрессия мРНК, кодирующей TNFR1, 
увеличивается у крыс в случае развития бронхиальной астмы. В образцах бронхов с ганглиями экспрес-
сия гена TNFR1 была выше, чем в препаратах бронхов без ганглиев. Под воздействием стабилизатора 
мембран тучных клеток кромогликата натрия она снижалась. На основании полученных результатов сде-
лано предположение о том, что тучные клетки и нейроны интрамурального ганглия оказывают довольно 
выраженное влияние на экспрессию гена TNFR1.

Ключевые слова: TNFR1, тучные клетки, интрамуральный ганглий, кромогликат натрия, овальбумин-
индуцированная астма, фактор некроза опухоли-α.

Ответственный за переписку: Ольга Евгеньевна Смирнова, адрес: 185910, г. Петрозаводск, просп. Лени-
на, д. 33; е-mail: smmirnova.olga@yandex.ru

https://orcid.org/0000-0003-4679-7767
https://orcid.org/0000-0001-8306-738X
https://orcid.org/0000-0002-6230-5024


33

Kirilina V.M. et al. 
Effect of Sodium Cromoglycate and Intramural Ganglia on TNFR1 Gene Expression in the Bronchi of Rats... 

Для цитирования: Влияние кромоглика та натрия и интрамуральных ганглиев на экспрессию 
гена TNFR1 в бронхах крыс с овальбумин-индуцированной бронхиальной аст мой / В. М. Кирили-
на, О. Е. Смирнова, Л. Е. Блажевич, П. М. Маслюков // Журнал медико-биологических исследова- 
ний. – 2024. – Т. 12, № 1. – С. 32-39. – DOI: 10.37482/2687-1491-Z176.

Original article

Effect of Sodium Cromoglycate and Intramural Ganglia on TNFR1 Gene 
Expression in the Bronchi of Rats with Ovalbumin-Induced Bronchial Asthma

Valentina M. Kirilina* ORCID: https://orcid.org/0000-0003-4679-7767 
Olga E. Smirnova* ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0045-3814 

Lubov E. Blazhevich* ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8306-738X  
Petr M. Maslyukov** ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6230-5024

*Petrozavodsk State University  
(Petrozavodsk, Russian Federation)

**Yaroslavl State Medical University 
(Yaroslavl, Russian Federation)

Abstract. The purpose of this article was to study TNFR1 gene expression in the bronchi of rats with ovalbumin-
induced bronchial asthma, taking into account intramural metasympathetic ganglia and the stabilization of mast 
cell membranes with sodium cromoglycate. In this paper, gene expression refers to the accumulation of mRNA in 
bronchial tissues. Expression of the TNFR1 gene and receptor plays an important role in the development of allergic 
asthma. For this reason, the TNFR1 gene was chosen for the analysis. Materials and methods. Bronchial samples 
from Wistar rats were studied using real-time polymerase chain reaction. For experiments, bronchi with ganglia 
(in the bifurcation area) and bronchi without ganglia (straight sections) were taken. The material was collected 
from 7 groups of rats: with ovalbumin-induced bronchial asthma (6 groups) and control animals (1 group). Mast 
cell stabilizer sodium cromoglycate was used to treat 3 groups of rats with simulated asthma. Results. It was 
found that the expression of mRNA encoding TNFR1 increases in rats developing bronchial asthma. In bronchial 
samples with ganglia, TNFR1 gene expression was higher than in bronchial preparations without ganglia. Under 
the influence of sodium cromoglycate, TNFR1 gene expression decreased. Based on the results obtained, it was 
suggested that mast cells and neurons of the intramural ganglion have a rather pronounced effect on TNFR1 gene 
expression.
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Передача сигналов цитокина – фактора 
некроза опухоли-α (tumour necrosis factor-α, 
TNF-α) – на соответствующие рецепторы игра-
ет центральную роль в развитии патологиче-
ских состояний, в т. ч. бронхиальной астмы [1, 
2]. В данной статье особое внимание уделяется 
гену, нуклеотидная последовательность кото-
рого кодирует рецептор TNFR1, принимающий 
сигналы от вышеупомянутого цитокина. Акту-
альность исследования гена TNFR1 обусловле-
на не только его существенной ролью в патоге-
незе астмы, но и недостаточной изученностью 
степени его экспрессии с учетом интрамураль-
ных метасимпатических ганглиев, а также вли-
яния тучных клеток [3, 4]. 

В тканях кровеносных сосудов экспрессия 
гена TNFR1 вызывает апоптоз эндотелиальных 
клеток, в миокарде – способствует развитию 
фиброза [5], в отношении нервной системе – к 
воспалению нервной ткани и демиелинизации 
волокон [3]. 

На иммунных клетках, обнаруженных в 
слизистом слое респираторных путей и крови 
человека, отмечалось увеличение экспрессии 
гена TNFR1 и содержания рецептора TNFR1 
в условиях нейтрофильной и ненейтрофиль-
ной астмы [6, 7]. M. Berry et al. показали, что 
экспрессия TNFR1 в моноцитах пациентов с 
астмой возрастала по сравнению с контроль-
ной группой [8]. 

G.S. Whitehead et al. и A Proudfoot et al. в 
опытах на нокаутных мышах по гену TNFR1 с 
моделью овальбумин-индуцированной астмы 
доказали, что повышенная экспрессия TNFR1 
играет решающую роль в аллергическом воспа-
лении посредством рекрутирования эозинофи-
лов, нейтрофилов и других лимфоцитов. При 
устранении эффектов TNFR1 последовательно 
уменьшались и такие признаки воспаления, 
как количество иммунных клеток и цитокинов 
в лаважной жидкости и тканях легких [9, 10]. 

Большую роль в патогенезе аллергической 
бронхиальной астмы играют тучные клетки. 
Они опосредуют иммунную реакцию на мест-
ном уровне, выделяя в процессе дегрануляции 
медиаторы, цитокины, протеазы, лейкотриены. 

Среди провоспалительных цитокинов тучных 
клеток одна из центральных патогенетичес-
ких функций принадле жит TNF-α. Цитокин 
способствует увеличению продукции слизи в 
бронхах, рекрутированию иммунных клеток и 
цитокинов в слизистый слой нижних дыхатель-
ных путей [9], воспалению в нервной ткани и 
демиелинизации волокон [3]. Можно предпо-
ложить, что повышение содержания TNF-α в 
тканях нижних дыхательных путей будет ока-
зывать стимулирующее влияние на экспрессию 
TNFR1.

Патогенез бронхиальной астмы нельзя 
рассматривать без учета нервных структур. 
Интрамуральные метасимпатические ганглии 
представляют собой группы нейронов, объ-
единенных в автономную систему регуляции 
стенки трахеи или бронхов. Прежде всего, они 
регулируют тонус гладкой мышцы, определяя 
тем самым величину просвета трахеи или 
бронха. Также нейроны ганглия способны уча-
ствовать в нейрогенном воспалении, выделяя 
медиаторы – нейрокинин А и субстанцию Р. 
Эти соединения, воздействуя на мембраны 
тучных клеток, вызывают их дегрануляцию с 
запуском аллергической реакции. В процессе 
дегрануляции выделяются все факторы вос-
паления, в т. ч. TNF-α. Таким образом, мож-
но выдвинуть гипотезу, что интрамуральный 
метасимпатический ганглий будет оказывать 
стимулирующее влияние на экспрессию ге-
нов, кодирующих цитокиновые рецепторы, в 
частности на экспрессию гена TNFR1. Под-
тверждение или опровержение данной гипо-
тезы будет представлять собой новый науч-
ный результат. 

Таким образом, эффекты, связанные с экс-
прессией гена TNFR1, разнообразны. Однако 
исследований экспрессии этого гена в услови-
ях модели овальбумин-индуцированной астмы 
с учетом такой важной структуры, как интра-
муральный метасимпатический ганглий, в до-
ступных источниках не обнаружено. Посколь-
ку нейроны ганглия потенциально способны 
принимать участие в формировании нейроген-
ного воспаления [11], можно ожидать влияния 
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ганглия на экспрессию гена TNFR1, кодирую-
щего соответствующий цитокиновый рецеп-
тор. Также не найдены работы о роли стаби-
лизации мембран тучных клеток в регуляции 
экспрессии этих генов (в т. ч. гена TNFR1), в то 
время как именно с дегрануляции тучных кле-
ток начинается воспаление в условиях аллер-
гической астмы. Выделяемые тучными клет-
ками продукты, в т. ч. TNF-α, могут оказывать 
существенное влияние на запуск экспрессии 
гена TNFR1. 

В связи с вышеизложенным целью данного 
исследования было изучение экспрессии гена 
TNFR1 в бронхах крыс с моделируемой астмой 
с учетом влияния интрамуральных метасим-
патических ганглиев и стабилизации мембран 
тучных клеток кромогликатом натрия. 

Материалы и методы. В данном исследо-
вании применялась модель овальбумин-инду-
цированной бронхиальной астмы. Изучение 
экспрессии гена TNFR1 в бронхах крыс про-
водилось при помощи метода полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) в режиме реального 
времени.

Схема эксперимента. Исследование про-
ведено на крысах популяции Вистар. Все жи-
вотные были разделены на несколько групп: 
контрольная (крысы без бронхиальной астмы, 
получала физиологический раствор, n = 10), 
опытная 1 (крысы с овальбумин-индуцирован-
ной бронхиальной астмой, забор материала 
бронхов проводился через 72 ч после послед-
ней ингаляции овальбумином, n = 10), опыт- 
ная 2 (крысы с овальбумин-индуцированной 
бронхиальной астмой, забор биоматериала – 
через 10 дней после последней ингаляции оваль-
бумином, n = 10), опытная 3 (крысы с овальбу-
мин-индуцированной бронхиальной астмой, 
забор биоматериала – через 17 дней после по-
следней ингаляции овальбумином, n = 10). Па-
раллельно были сформированы группы, анало-
гичные группам № 1–3 (n = 10 для каждой), но в 
них крысы получали лечение в виде инъекций и 
ингаляций кромогликата натрия (Aventis Pharma 
Holmes Chapel, Великобритания). От каждого 
животного брались препараты бронхов с ган-

глиями и без. Места расположения ганглиев в 
респираторном тракте крысы описаны в работе 
C.H. Chiang [12]. С целью получения образцов 
респираторного тракта производилась декапи-
тация с предварительной анестезией (рекомен-
дации по эвтаназии экспериментальных живот-
ных, Европейская комиссия) [13].

Модель бронхиальной астмы. Крыс сенси-
билизировали инъекциями овальбумина (Sigma-
Aldrich, Германия; 0,5 мг овальбумина на 1 мл 
физиологического раствора). Каждому живот-
ному раствор овальбумина вводили по 0,1 мл в 
области шеи, спины, ступней, паха подкожно и 
0,5 мл – внутрибрюшинно (всего 1 мл). Инъек-
ции овальбумина делали на 1, 14 и 21-й день. 
Параллельно с инъекциями проводили ингаля-
цию овальбумином (1 г овальбумина на 100 мл 
физиологического раствора) при помощи небу-
лайзера (Omron, NE C29-E, Россия) на 14, 16, 
18, 21 и 24-й день в течение 30 мин. Последняя 
ингаляция раствором овальбумина осущест-
влялась за 72 ч до эвтаназии животных. Несен-
сибилизированной группе вводили физиологи-
ческий раствор внутрибрюшинно в качестве 
контроля. 

Успешность моделирования бронхиальной 
астмы на животных определялась по состо-
янию нижних дыхательных путей. В тканях 
бронхов оценивали количество эозинофилов и 
тучных клеток, слизистого компонента в про-
светах малых бронхов, тучных клеток в лаваж-
ной жидкости [14].

Молекулярно-генетические методы. Для 
определения уровня транскриптов гена TNFR1 
были  использованы образцы тканей бронхов с 
ганглиями и без них. При помощи PureZOLTM 
RNA Isolation Reagent (Bio-Rad, США) вы-
деляли тотальную рибонуклеиновую кислоту 
(РНК). Уровень экспрессии гена оценивали с 
помощью ПЦР в режиме реального времени 
на приборе LightCycler®96 (Roche, Швейца-
рия). В качестве референсного гена использо-
вали 18S rRNA (18S рибосомальная РНК). Ана-
лиз значений производили с помощью софта 
LightCycler®96 для прибора LightCycler®96 
(Roche). 
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Протокол ПЦР: денатурация комплементар-
ной дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) в 
течение 5 мин при 95 °С; 35 циклов: денатурация 
при 95 °С – 15 с; отжиг при 60 °С – 15 с; элонга-
ция при 72 °С – 15 с.

Нуклеотидные последовательности и ПЦР-
фрагментов для гена TNFR1 (TNFRSF1B) сле-
дующие: 5´СAAGCAAGAGTCACAGCGGA 3´ 
(exon 9), 5´GGTTAGCATCTGGGTCTCCC 3´ 
(exon 10). Размер ПЦР-фрагмента – 193 нукле-
отидных пар [15].

Для всех данных вычисляли среднее значе-
ние (M), стандартное отклонение (SD), опре-
деляли достоверность различий по t-критерию 
Стьюдента [16]. Критический уровень значи-
мости различий – р < 0,05.

Результаты. В бронхах с ганглиями опыт-
ных групп экспрессия гена рецептора TNFR1 
по сравнению контрольной группой статисти-
чески значимо возрастала (р < 0,05). В бронхах 
без ганглиев наблюдалось аналогичное повы-
шение экспрессии. Между препаратами брон-
хов с ганглиями и без них в опытных группах 1 
и 2 наблюдалось статистически значимое раз-
личие (в бронхах с ганглиями экспрессия гена 
выше (р < 0,05) – см. таблицу).

Кромогликат натрия оказывал подавляющее 
действие на экспрессию гена TNFR1 в бронхах с 
ганглиями у экспериментальных животных. Во 
всех случаях отличия в экспрессии матричной 
РНК (мРНК) между животными, получавшими 
кромогликат натрия и не получавшими его, были 
статистически значимы (р < 0,05). В образцах 
бронхов без ганглиев кромогликат натрия так же 
снижал экспрессию гена TNFR1 во всех группах 
животных (р < 0,05) (см. таблицу).

Обсуждение. Сравнивая содержание мРНК, 
кодирующей TNFR1, в бронхах с ганглиями и 
без них, отметим, что в опытных группах 1 и 
2 этот показатель выше в бронхах с ганглиями, 
чем в бронхах без них. Можно сделать предпо-
ложение, что присутствие нейронов интраму-
рального ганглия способствовало более интен-
сивному синтезу мРНК, кодирующей рецептор 
TNFR1. Мы связываем это с тем, что в условиях 
воспалительного процесса нейро-тучно-клеточ-
ные отношения проявляются более выраженно. 
В нормальных физиологических условиях вли-
яние тучных клеток на расположенные рядом 
нервные структуры минимально, поскольку де-
грануляция мастоцитов крайне незначительна. 
В условиях овальбумин-индуцированной брон-

Содержание матричной РНК, отображающее уровень экспрессии гена TNFR1  
в препаратах бронхов контрольных крыс, крыс с овальбумин-индуцированной бронхиальной астмой  

без лечения и при лечении кромогликатом натрия (M±SD), отн. ед. 
Content of matrix RNA reflecting the expression level of the TNFR1 gene  

in bronchial preparations of control rats, rats with ovalbumin-induced bronchial asthma without treatment  
and treated with sodium cromoglycate (M ± SD), relative units

Вариант эксперимента Контрольная 
группа

Опытные группы
1 2 3

Бронхи с ганглиями
Астма без лечения

0,48±0,04
2,61±0,06*˄# 2,23±0,06*˄# 0,71±0,05*˄#

Астма с лечением 2,34±0,04 1,67±0,05 0,46±0,06
Бронхи без ганглиев

Астма без лечения
0,34±0,05

2,05±0,07*# 1,66±0,06*# 0,53±0,05*#

Астма с лечением 1,76±0,02 0,85±0,05 0,37±0,04
Примечание. Установлены статистически значимые отличия по t-критерию Стьюдента (р < 0,05): * – от кон-
трольной группы; ^ – от бронхов без ганглиев; # – от животных с бронхиальной астмой, получавших лечение.
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хиальной астмы содержимое их гранул выделя-
ется в межклеточное пространство и возбуждает 
нервные структуры при помощи гистамина, се-
ротонина, аденозина. Таким образом, в услови-
ях воспаления развивается более высокая актив-
ность нейронов ганглия. 

Под влиянием кромогликата натрия проис-
ходило снижение синтеза мРНК, кодирующей 
рецептор TNFR1. Можно сделать вывод, что 
стабилизация мембран тучных клеток кромо-
гликатом приводила к уменьшению экспрессии 
гена TNFR1 в бронхах. В бронхах без ганглиев 
данный эффект был выражен сильнее. Резуль-
таты исследования позволяют предположить, 
что выделяемые тучными клетками цитокины, 
прежде всего сам TNF-α, способствуют экс-
прессии гена TNFR1 в бронхах крыс, а нейро-
ны ганглия усиливают экспрессию гена TNFR1. 
Частично подтверждает данное предположение 
публикация А.Н. Кучера, который полагает, что 
нейрональные медиаторы и активные веще-
ства (например, субстанция Р, вазоактивный 
интестинальный полипептид) воздействуют 

на рецепторы тучных клеток, вызывая их де-
грануляцию. Выделившиеся в ходе этого про-
цесса медиаторы, цитокины, лейкотриены спо-
собствуют усилению воспалительной реакции, 
синтезу цитокиновых рецепторов [11].

Доказательство того, что нейроны способ-
ны воспринимать тучноклеточный цитокин 
TNF-α, представлено в статье I. Papazian et al., 
где установлено наличие TNFR1 на нейронах 
мышей [17]. Также полученные нами резуль-
таты могут найти подтверждение в работе  
S. Kumar et al. (показали увеличение экспрес-
сии рецептора TNFR1 в легких мышей при 
воспалении, вызванном ингаляцией частиц ди-
зельного выхлопа) [18]. 

Таким образом, проведенное нами иссле-
дование продемонстрировало увеличение экс-
прессии гена TNFR1 в бронхах крыс с оваль-
бумин-индуцированной бронхиальной астмой. 
Его результаты свидетельствуют о том, что 
тучные клетки и нейроны интрамурального 
ганглия оказывают выраженное влияние на 
экспрессию гена TNFR1. 
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