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Резюме. Целью исследования явилось изучение фагоцитарной активности и состояния респираторного взрыва 

нейтрофилов крови у больных распространенным гнойным перитонитом (РГП) в динамике послеоперацион-

ного периода. Обследованы пациенты с острыми хирургическими заболеваниями и травмами органов брюш-

ной полости, осложнившимися РГП. Забор крови производили перед операцией (дооперационный период), 

а также на 7, 14 и 24 сутки послеоперационного периода. Уровень фагоцитоза нейтрофилов определяли мето-

дом проточной цитометрии с помощью FITC-меченного стафилококкового белка А. Подсчитывали процент 

флуоресцирующих нейтрофилов (определяли как фагоцитарный индекс — ФИ) и средний уровень флуорес-

ценции клеток (фагоцитарное число — ФЧ). По интенсивности флуоресценции разделяли нейтрофилы на ак-

тивно фагоцитирующие (с высоким уровнем ФЧ) и слабо фагоцитирующие (с низким уровнем ФЧ). Состо-

яние респираторного взрыва нейтрофильных гранулоцитов исследовали с помощью хемилюминесцентного 

анализа. Установлено, что у больных РГП уже в дооперационном периоде повышена фагоцитарная активность 

нейтрофильных гранулоцитов крови. Максимум фагоцитарной активности наблюдается на 7 сутки послеопе-

рационного периода и к 24 суткам количество фагоцитирующих клеток снижается до контрольного уровня, 

тогда как фагоцитарная активность клеток остается на дооперационном уровне. В дооперационном периоде 

у больных РГП количество активно фагоцитирующих нейтрофилов крови в 3,3 раза превышает число слабо 

фагоцитирующих клеток. К концу периода наблюдения количество активно и слабо фагоцитирующих ней-

трофилов нормализуется. При исследовании состояния респираторного взрыва в нейтрофилах больных РГП 
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обнаружено, что уровень синтеза первичных активных форм кислорода (АФК) возрастает только с 7 суток по-

слеоперационного периода и индуцированная активность НАДФН-оксидазы остается повышенной к концу 

периода наблюдения. В то же время, синтез вторичных АФК в нейтрофилах крови больных РГП повышен уже 

в дооперационном периоде и остается высоким до конца обследования. С помощью корреляционного анализа 

установлено, что, если у здоровых людей выявляются конкурентные взаимосвязи между уровнем синтеза пер-

вичных АФК и активностью фагоцитоза, то все обнаруженные корреляционные связи у больных РГП характе-

ризуют высокий уровень скоординированности между респираторным взрывом и фагоцитарной активностью 

нейтрофилов. Указанные взаимосвязи выявляются только в дооперационном периоде, в послеоперационном 

периоде — отсутствуют. Можно предположить, что оперативное вмешательство и последующее лечение приво-

дят к полной дискоординации в нейтрофилах крови механизмов фагоцитоза и респираторного взрыва.

Ключевые слова: перитонит, динамика послеоперационного периода, нейтрофилы, фагоцитоз, респираторный взрыв, 

активные формы кислорода.
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Abstract. The research aim was to study the phagocytic activity and the blood neutrophils respiratory burst state amongst the pa-

tients with widespread purulent peritonitis (WPP) in the dynamics of the postoperative period. The study was involved patients with 

acute surgical diseases and injuries of the abdominal organs complicated by WPP. Blood sampling was performed prior to surgery 

(pre-operative period) and at 7, 14 and 24 day post-operative period. The neutrophil phagocytosis level was determined by flow 

cytometry using FITC-labeled staphylococcal protein A. There was counted the percentage of fluorescent neutrophils (defined 

as the phagocytic index — PI) and average of the cell fluorescence (phagocytic number — PN). According to the fluorescence 

intensity divided phagocytic neutrophils in an active (high PN) and weakly phagocytic (low PN). Condition of the respiratory burst 

in the neutrophils was examined using a chemiluminescent assay. It was found that patients with WPP in the preoperative period 

had increased phagocytic activity of the blood neutrophils. The maximum phagocytic activity observed on day 7 of the postopera-

tive period and by 24 days the number of phagocytic cells is reduced to control level whereas phagocytic activity of the cells remains 

at the preoperative level. In the preoperative period in patients with WPP the amount of active phagocytic blood neutrophils 3.3 

times higher than the number of weakly phagocytic cells. By the end of the observation period the number of active and weakly 

phagocytic neutrophils returning to normal. In the study of the state of respiratory burst in the neutrophils by the WPP patients 

discovered that the primary synthesis levels of reactive oxygen species (ROS) increases only with 7 days of postoperative period 

and the induced activity of NADPH-oxidase remains elevated to the end of the observation period. At the same time, the synthesis 

of secondary ROS in the blood neutrophil of the WPP patients increased already in the preoperative period and remains high until 

the end of the survey. Using correlation analysis it was found that if healthy people had a competitive relationship between the level 

of synthesis of primary ROS and the activity of phagocytosis then all detected correlations in the WPP patients characterized by 

high level of coordination between the respiratory burst and the phagocytic activity of the neutrophils. These relationships are iden-

tified in the preoperative period, postoperatively do not exist. It can be assumed that the surgery and the subsequent treatment leads 

to complete incoordination in the neutrophils the mechanisms of phagocytosis and respiratory burst.

Key words: peritonitis, dynamics of the postoperative period, neutrophils, phagocytosis, respiratory burst, reactive oxygen species.

Введение

Течение инфекционного процесса в брюш-

ной полости при распространенном гнойном 

перитоните (РГП), характер и особенности 

развития гнойных послеоперационных ослож-

нений определяются не только тяжестью ос-

новного заболевания и полнотой проводимой 

интенсивной терапии, но и во многом зависят 

от характера изменений в иммунной системе 

пациента [1, 3, 16]. Доказано, что у больных РГП 

дисфункция иммунной системы наблюдается 

чаще, чем несостоятельность любой другой ор-

ганной системы [4]. Системная иммунодепрес-

сия нарастает параллельно с манифестацией 

признаков системной воспалительной реакции, 

которая клинически может маскировать факт 

ее развития и углубления. В действительности 

тяжелая дисфункция иммунной системы явля-

ется не просто ранним и надежным признаком 
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развивающейся полиорганной недостаточности 

(ПОН), но и в значительной степени обеспечи-

вает ее возникновение и последующее прогрес-

сирование [4, 9, 19].

Нейтрофильные гранулоциты являются 

ключевыми клетками воспаления, представля-

ют собой высокореактивное звено в иммунной 

системе. Они первыми мобилизуются в очаг 

воспаления, от их фагоцитарной активности 

во многом зависит эффективность противоми-

кробной защиты организма [5, 7, 21]. Восприни-

мая многочисленные сигналы о дестабилизации 

внутренней среды, нейтрофилы модулируют 

свои функции, нацеленные на ее восстановле-

ние. Активированные нейтрофилы сами стано-

вятся мощными эффекторами пусковых и регу-

ляторных механизмов каскадных реакций, обе-

спечивающих развитие воспаления. Это связано 

с тем, что нейтрофильные гранулоциты спо-

собны не только в качестве эффекторов проду-

цировать цитотоксические молекулы, но и, как 

регуляторные клетки, синтезировать широкий 

спектр различных цитокинов [4, 10, 11]. В связи 

с этим, изучение функциональной активности 

нейтрофильных гранулоцитов позволит на кле-

точном уровне охарактеризовать особенности 

генеза воспалительных процессов при такой тя-

желой хирургической патологии как РГП.

Хемилюминесцентная активность характе-

ризует состояние респираторного взрыва ней-

трофилов, который развивается при взаимо-

действии клеток с объектами фагоцитоза [5]. 

Обсуждается значение синтеза ряда активных 

форм кислорода (АФК) в системе внешнего кил-

линга [14, 18]. В связи с этим, изучение особен-

ностей фагоцитарной активности и состояние 

респираторного взрыва нейтрофилов у больных 

РГП позволит охарактеризовать механизмы вос-

палительного процесса, его регуляцию и в даль-

нейшем разработать методы прогноза характера 

течения и исхода заболевания.

Целью исследования явилось изучение фаго-

цитарной активности и состояния респиратор-

ного взрыва нейтрофилов крови у больных РГП 

в динамике послеоперационного периода.

Материалы и методы

На базе Красноярского краевого гнойно-сеп-

тического центра КГБУЗ «Краевая клиническая 

больница» обследовано 27 пациентов с острыми 

хирургическими заболеваниями и травмами ор-

ганов брюшной полости, осложнившимися РГП, 

в возрасте 30–65 лет. Из исследования были ис-

ключены пациенты, у которых причиной РГП 

являлись: острый деструктивный панкреатит 

(панкреонекроз), тотальный мезентериальный 

тромбоз, онкологические заболевания, туберку-

лез. Объем оперативного вмешательства и коли-

чество санаций определялись лечащим врачом 

в зависимости от состояния больного. Забор 

крови производили перед операцией (доопера-

ционный период), а также на 7, 14 и 24 сутки по-

слеоперационного периода. В качестве контроля 

обследовано 67 относительно здоровых людей 

аналогичного возрастного диапазона.

Уровень фагоцитоза нейтрофилов определя-

ли методом проточной цитометрии с помощью 

FITC-меченного стафилококкового белка А [2]. 

Конъюгацию выполняли следующим образом: 

к стафилококковому белку А (разведен в бикар-

бонатном буфере, рН = 9,0) добавляли FITC (пред-

варительно растворяли в ДМСО до концентра-

ции 1 мкг/мл), инкубировали в темноте в течение 

1 ч, трижды отмывали и по стандарту мутнос-

ти доводили концентрацию белка до 1 млн/мл. 

К 100 мкл гепаринизированной крови добавляли 

10 мкл FITC-меченного белка А и инкубирова-

ли 30 мин при температуре 37°С. Лизис эритро-

цитов проводили по безотмывочной технологии 

с использованием реагента «VersaLyse» (Beckman 

Coulter, США). Для гашения адгезированного 

на поверхности нейтрофилов FITC-меченного 

белка А к суспензии клеток добавляли раствор 

трипанового синего (0,2 мг/мл). Анализ окра-

шенных клеток проводили на проточном ци-

тофлуориметре «Cytomics FC-500» (Beckman 

Coulter, США). В каждой пробе анализировали 

не менее 50 000 нейтрофилов. Подсчитывали про-

цент флуо ресцирующих нейтрофилов (определяли 

как фагоцитарный индекс — ФИ) и средний уро-

вень флуоресценции клеток (фагоцитарное чис-

ло — ФЧ). По интенсивности флуоресценции раз-

деляли нейтрофилы на активно фагоцитирующие 

(с высоким уровнем ФЧ) и слабо фагоцитирующие 

(с низким уровнем ФЧ).

Состояние респираторного взрыва нейтро-

фильных гранулоцитов исследовали с помощью 

хемилюминесцентного анализа [6]. В качестве 

индикаторов хемилюминесценции использова-

ли люминол и люцигенин. Оценка спонтанной 

и зимозан-индуцированной хемилюминесцен-

ции осуществлялась в течение 90 мин на 36-ка-

нальном хемилюминесцентном анализаторе 

«CL3606» (Россия). Определяли следующие ха-

рактеристики: время выхода на максимум (Тmax), 

максимальное значение интенсивности (Imax), 

а также площадь под кривой (S) хемилюминес-

ценции. Усиление хемилюминесценции, инду-

цированной зимозаном, оценивали отношением 

площади индуцированной хемилюминесцен-

ции (Sинд) к площади спонтанной (Sсп) и опреде-

ляли как индекс активации (Sинд/Sсп).

Все исследования выполнены с информиро-

ванного согласия испытуемых и в соответствии 

с Хельсинкской декларацией Всемирной ассо-

циации «Этические принципы проведения на-

учных медицинских исследований с участием 

человека» с поправками 2013 г. и «Правилами 

клинической практики в Российской Федера-

ции», утвержденными Приказом Минздрава РФ 

от 19.06.2003 г. № 266.
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Описание выборки производили с помощью 

подсчета медианы (Ме) и интерквартального 

размаха в виде 25 и 75 процентилей (С25 и С75). До-

стоверность различий между показателями неза-

висимых выборок оценивали по непараметриче-

скому критерию Манна–Уитни. Для исследова-

ния силы взаимосвязей показателей вычислялся 

коэффициент ранговой корреляции по Спирме-

ну. Статистический анализ осуществляли в па-

кете прикладных программ Statistica 8.0 (StatSoft 

Inc., 2007).

Результаты

Исследование фагоцитарной активности об-

щей фракции нейтрофилов крови позволило 

установить, что уже в дооперационном перио-

де у больных РГП относительно контрольных 

значений ФИ повышается в 2,4 раза (р < 0,001), 

ФЧ — в 2,6 раза (р < 0,001). Максимального 

уровня фагоцитарная активность нейтрофилов 

у больных РГП достигает на 7 сутки послеопера-

ционного периода и затем к 24 суткам снижается 

до контрольного диапазона по ФИ (р > 0,05), тог-

да как ФЧ в этот же период наблюдения превы-

шает контрольные значения в 2,5 раза (р < 0,001).

При разделении общей фракции нейтрофи-

лов на активно и слабо фагоцитирующие обна-

ружено, что процент активно фагоцитирующих 

клеток у больных РГП в дооперационном пери-

оде в 2,1 раза превышает контрольные значения, 

тогда как ФИ слабо фагоцитирующих нейтро-

филов у обследованных пациентов в 2,7 раза 

ниже, чем у лиц контрольной группы (табл. 1). 

При этом ФЧ у активно и слабо фагоцитирую-

щих нейтрофилов у больных РГП значительно 

превышает контрольный диапазон. На 7 сутки 

послеоперационного периода у больных наблю-

дается сохранение активности фагоцитоза для 

активно фагоцитирующих нейтрофилов. В этот 

период наблюдения ФИ для слабо фагоцитиру-

ющих клеток у пациентов с РГП в 2,1 ниже, чем 

у лиц контрольной группы, но при сохранении 

высоких значений ФЧ. На 14 сутки после опера-

ции у обследованных пациентов ФИ активно фа-

гоцитирующих нейтрофилов уже соответствует 

контрольным значениям, тогда как ФЧ остается 

повышенным. Подобные изменения выявля-

ются и для слабо фагоцитирующих клеток: ФИ 

повышается до уровня контрольного диапазона, 

значения ФЧ сохраняются на высоком уровне. 

На 24 сутки после операции у больных ФИ и ФЧ 

активно фагоцитирующих нейтрофилов со-

ответствуют контрольным уровням. В этот же 

период наблюдения значения ФИ слабо фаго-

цитирующих клеток у больных РГП также соот-

ветствуют контрольному уровню, тогда как зна-

чения ФЧ остаются значительно повышенными.

В дооперационном периоде и на 7 сутки после 

операции показатели спонтанной люцигенин-

зависимой хемилюминесценции нейтрофилов 

больных РГП соответствовали контрольным зна-

чениям (табл. 2). На 14 сутки обследования у боль-

ных РГП в 2,4 раза увеличивается площадь под 

кривой хемилюминесценции. На 24 сутки у боль-

ных выявляется снижение максимума интен-

сивности спонтанной люцигенин-зависимой хе-

милюминесценции относительно контрольных 

значений и понижение до контрольного уровня 

площади под кривой хемилюминесценции.

Таблица 1. Фагоцитарный индекс и фагоцитарное число активно и слабо фагоцитирующих 

нейтрофилов у больных РГП в динамике послеоперационного периода (Ме, С25–С75)

Table 1. Phagocytic index (PI) and phagocytic number (PN) of neutrophils (Ne) with high and low phagocytic activity 
from patients with widespread purulent peritonitis (WPP) during the postoperative period (Ме, С25–С75)

Группы
Groups

Активно фагоцитирующие

Ne with high phagocytic activity
Слабо фагоцитирующие

Ne with low phagocytic activity
ФИ/PI, % ФЧ/PN ФИ/PI, % ФЧ/PN

Ме С25–С75 Ме С25–С75 Ме С25–С75 Ме С25–С75

Контроль/Healthy control n = 67 36,82 9,14–67,75 113,0 52,7–205,5 64,04 29,41–75,19 2,4 1,9–5,6

Больные РГП/Patients with WPP

Дооперационный период

Before surgery
n = 27 

76,21 39,81–91,22 249,0 202,1–319,2 23,42 18,71–59,15 45,3 37,6–52,2

p1 < 0,001 p1 = 0,002 p1 < 0,001 p1 < 0,001

7 сутки после операции

7 days post surgery
n = 25

71,44 45,41–83,62 345,5 199,5–428,5 22,52 15,78–52,26 49,6 38,5–58,7

p1 = 0,012 p1 < 0,001 p1 = 0,022 p1 < 0,001

14 сутки после операции

14 days post surgery
n = 21

55,13 53,99–74,60 214,0 211,0–253,0 43,32 25,17–43,98 50,7 50,0–54,1

p1 < 0,001
p2 = 0,048

p1 = 0,002

24 сутки после операции

24 days post surgery
n = 21 65,29 56,67–75,46 187,0 186,8–281,1 33,75 24,36–39,71 45,6 34,7–54,8

p2 = 0,034 p1 = 0,034

Примечание: р1 — статистически значимые различия с контрольными значениями; р2 — статистически значимые различия с показателями 
больных РГП на 7 сутках после операции.
Note: р1 — statistically significant differences versus controls; р2 — statistically significant differences versus 7 days post surgery patients with WPP.
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В дооперационном периоде у больных РГП по-

казатели зимозан-индуцированной люцигенин-

зависимой хемилюминесценции нейтрофилов 

соответствуют контрольному диапазону (табл. 3). 

На 7 сутки после операции у обследованных па-

циентов в 2,4 раза повышается максимум интен-

сивности относительно контрольного диапазона 

и увеличивается площадь под кривой хемилю-

минесценции, как относительно контрольных 

значений, так и диапазона, выявляемого у боль-

ных в дооперационном периоде. На 14 сутки об-

следования обнаружено превышение в 1,5 раза 

только площади под кривой хемилюминесцен-

ции. На 24 сутки обследования наблюдается по-

нижение в 3,9 раза максимума интенсивности зи-

мозан-индуцированной люцигенин-зависимой 

хемилюминесценции относительно значений, 

выявленных у больных РГП до операции, а так-

же более высокая величина площади под кривой 

хемилюминесценции, чем у лиц контрольной 

группы. Кроме того, в этот период обследования 

при РГП повышен индекс активации относи-

тельно величин, выявленных в дооперационном 

периоде и на 14 сутки после операции.

При исследовании спонтанной люминол-

зависимой хемилюминесценции нейтрофилов 

Таблица 2. Спонтанная люцигенин-зависимая хемилюминесцентная активность нейтрофилов 

у больных РГП в динамике послеоперационного периода (Ме, С25–С75)

Table 2. Spontaneous lucigenin-dependent chemiluminescence (LDCL) of neutrophil activity from patients with WPP 
during the postoperative period (Ме, С25–С75)

Группы
Groups

Tmax, с/sec. Imax, о.е. × 103 S, о.е. × с/sec. × 105

Ме С25–С75 Ме С25–С75 Ме С25–С75

Контроль/Healthy control n = 67 2380 1698–3541 7,26 2,92–15,05 3,12 1,06–6,91

Больные РГП/Patients with WPP
Дооперационный период

Before surgery
n = 27 1775 1302–2921 5,57 1,21–14,08 4,98 1,09–16,00

7 сутки после операции

7 days post surgery
n = 25 1694 1126–2551 7,36 2,56–17,23 4,75 2,85–12,00

14 сутки после операции

14 days post surgery
n = 21

1844 891–4115 8,46 1,5–12,43 7,63 2,12–11,5

p1 < 0,001

24 сутки после операции

24 days post surgery
n = 21

2300 1865–3444 3,02 2,08–5,61 3,58 2,31–10,92

p3 = 0,048 p2 = 0,036

Примечание: статистически значимые различия: p1 — с показателями контрольной группы; p2 — с показателями дооперационного периода; 
p3 — с показателями 14 суток после операции.
Note: р1 — statistically significant differences versus controls; р2 — statistically significant differences versus patients with WPP before surgery; 
р3 — statistically significant differences versus 14 days post surgery patients with WPP. Tmax — time to maximum, Imax — maximum intensity value, reflecting 
the maximum reactive oxygen species level synthesis, S — the area under the curve, describing total synthesis of reactive oxygen species during 90 min.

Таблица 3. Зимозан-индуцированная люцигенин-зависимая хемилюминесцентная активность 

нейтрофилов у больных РГП в динамике послеоперационного периода (Ме, С25–С75)

Table 3. Zymosan-induced LDCL of neutrophil activity from patients with WPP during the postoperative period (Ме, С25–С75)

Группы
Tmax, с/sec. Imax, о.е. × 103 S, о.е.× с/sec. × 105 Sинд/Sсп

Sind/Ssp

Ме С25–С75 Ме С25–С75 Ме С25–С75 Ме С25–С75

Контроль/Healthy control n = 67 2046 1620–2710 11,75 7,58–27,71 4,85 2,94–9,94 1,76 1,12–3,19

Больные РГП
Дооперационный период

Before surgery
n = 27 1748 1489–2653 7,84 3,41–27,30 8,96 2,14–28,00 1,79 1,13–2,51

7 сутки после операции

7 days post surgery
n = 25

1706 1485–2016 28,32 14,79–50,56 25,8 16,44–27,90 4,62 1,46–8,22

p1 = 0,033
p1 < 0,001
p2 = 0,012

14 сутки после операции

14 days post surgery
n = 21

1533 708–4888 7,85 2,48–17,43 7,33 1,65–12,10 1,29 0,69–2,11

p1 < 0,001

24 сутки после операции

24 days post surgery
n = 21

2253 1622–3756 7,31 4,78–12,82 10,81 8,76–13,50 3,28 1,40–4,99

p2 = 0,036 p1 = 0,013
p2 = 0,049
p3 = 0,047

Примечание: статистически значимые различия: p1 — с показателями контрольной группы; p2 — с показателями дооперационного периода; 
p3 — с показателями 14 суток после операции.
Note: р1 — statistically significant differences versus controls; р2 — statistically significant differences versus patients with WPP before surgery; 
р3 — statistically significant differences versus 14 days post surgery patients with WPP. Tmax — time to maximum, Imax — maximum intensity value, 
reflecting the maximum reactive oxygen species level synthesis, S — the area under the curve, describing total synthesis of reactive oxygen species 
during 90 min. Sind/Ssp — the ration between zymosan-induced and spontaneous LDCL.
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у больных РГП в дооперационном периоде 

в 1,8 раза удлиняется время выхода на максимум, 

в 3,6 раза повышается максимум интенсивности 

и в 8,6 раз площадь под кривой хемилюминес-

ценции (табл. 4). На 7 и 14 сутки послеопераци-

онного периода все эти показатели остаются по-

вышенными. На 24 сутки обследования также 

обнаружено повышение времени выхода на мак-

симум и максимума интенсивности спонтанной 

люминол-зависимой хемилюминесценции ней-

трофильных гранулоцитов относительно кон-

трольных значений, но при снижении площади 

под кривой хемилюминесценции до контроль-

ного уровня.

При исследовании показателей зимозан-ин-

дуцированной люминол-зависимой хемилю-

минесценции нейтрофильных гранулоцитов 

обнаружено, что у больных РГП в доопераци-

онном периоде в 3,4 раза повышен максимум 

интенсивности и в 9,7 раза площадь под кривой 

хемилюминесценции относительно показателей 

контрольной группы (табл. 5). Подобные осо-

бенности данного типа хемилюминесценции 

выявляются и на 7 сутки послеоперационного 

периода. На 14 сутки обследования у больных 

РГП при сохранении повышенных значений 

максимума интенсивности и площади под кри-

вой хемилюминесценции удлиняется время вы-

хода на максимум относительно контрольного 

диапазона. На 24 сутки обследования у больных 

максимум интенсивности в 2,2 раза превыша-

ет контрольный диапазон, тогда как площадь 

под кривой хемилюминесценции — в 10,0 раз. 

Сохраняется более длительный период выхода 

на максимум хемилюминесценции, чем у лиц 

контрольной группы.

Таблица 4. Спонтанная люминол-зависимая хемилюминесцентная активность нейтрофилов 

больных РГП в динамике послеоперационного периода (Ме, С25–С75)

Table 4. Spontaneous LDCL activity of neutrophils from patients with WPP during the postoperative period (Ме, С25–С75)

Группы
Tmax, с/sec. Imax, о.е. × 103 S, о.е.× с/sec. × 105

Ме С25–С75 Ме С25–С75 Ме С25–С75

Контроль/Healthy control n = 67 1009 615–1583 8,97 3,26–22,48 2,74 1,13–7,32

Больные РГП/Patients with WPP

Дооперационный период

Before surgery
n = 27 

1804 1133–2398 32,72 8,79–44,61 23,51 7,68–48,7

p1 = 0,005 p1 = 0,005 p1 < 0,001

7 сутки после операции

7 days post surgery
n = 25

1535 1324–2685 31,05 19,86–46,29 44,25 29,65–58,3

p1 = 0,027 p1 = 0,002 p1 < 0,001

14 сутки после операции

14 days post surgery
n = 21

1589 644–2020 36,73 14,47–46,13 20,91 9,59–29,6

p1 = 0,041 p1 = 0,008 p1 < 0,001

24 сутки после операции

24 days post surgery
n = 21

2004 1511–3106 27,91 12,32–43,26 3,58 2,31–10,92

p1 = 0,014 p1 = 0,029 p2 = 0,049

Примечание: статистически значимые различия: p1 — с показателями контрольной группы; p2 — с показателями дооперационного периода.
Note: р1 — statistically significant differences versus controls; р2 — statistically significant differences versus patients with WPP before surgery. 
Tmax — time to maximum, Imax — maximum intensity value, reflecting the maximum reactive oxygen species level synthesis, S — the area under the curve, 
describing total synthesis of reactive oxygen species during 90 min.

Таблица 5. Зимозан-индуцированная люминол-зависимая хемилюминесцентная активность 

нейтрофилов больных РГП в динамике послеоперационного периода (Ме, С25–С75)

Table 5. Zymosan-induced LDCL activity of neutrophils from patients with WPP during the postoperative period (Ме, С25–С75)

Группы
Tmax, с/sec. Imax, о.е.  × 103 S, о.е. × с/sec. × 105 Sинд/Sсп

Sind/Ssp

Ме С25–С75 Ме С25–С75 Ме С25–С75 Ме С25–С75

Контроль/Healthy control n = 67 1122 814–1526 18,02 7,02–36,56 5,82 2,08–12,7 1,73 1,33–2,53

Больные РГП/Patients with WPP

Дооперационный период

Before surgery
n = 27 

1549 684–2035 60,93 19,24–108,02 56,65 17,5–104 2,28 1,52–3,00

p1 = 0,002 p1 < 0,001

7 сутки после операции

7 days post surgery
n = 25

1230 878–1604 78,36 54,87–97,24 66,21 57,3–127,5 2,43 1,09–3,62

p1 < 0,001 p1 < 0,001

14 сутки после операции

14 days post surgery
n = 21

1559 1130–1889 48,14 36,72–68,69 46,41 21,6–62,9 1,27 1,13–3,13

p1 = 0,028 p1 = 0,010 p1 < 0,001

24 сутки после операции

24 days post surgery
n = 21

1720 1127–2563 39,46 23,55–80,77 58,23 38,06–89,3 1,74 1,26–2,06

p1 = 0,032 p1 = 0,038 p1 < 0,001

Примечание: p1 — статистически значимые различия с показателями контрольной группы.
Note: р1 — statistically significant differences versus controls. Tmax — time to maximum, Imax — maximum intensity value, reflecting the maximum 
reactive oxygen species level synthesis, S — the area under the curve, describing total synthesis of reactive oxygen species during 90 min. 
Sind/Ssp — the ration between zymosan-induced and spontaneous LDCL.
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При исследовании взаимосвязи между показа-

телями фагоцитарной активности и респиратор-

ного взрыва установлено, что у лиц контрольной 

группы процент фагоцитирующих нейтрофилов 

отрицательно взаимосвязан с интенсивностью 

зимозан-индуцированной люминол-зависимой 

хемилюминесценции (r = –0,38, р = 0,024) и по-

ложительно — со временем выхода на максимум 

индуцированной люцигенин-зависимой (r = 0, 

57, р < 0,001) и люминол-зависимой хемилюми-

несценции (r = 0,38, р = 0,019). ФИ активно фаго-

цитирующих нейтрофилов положительно корре-

лирует со временем выхода на максимум спонтан-

ной люминол-зависимой хемилюминесценции 

(r = 0,39, р = 0,016), тогда как ФЧ данной фракции 

клеток отрицательно взаимосвязана с максиму-

мом интенсивности индуцированной люциге-

нин-зависимой хемилюминесценции (r = –0,37, 

р = 0,026) и положительно — со временем выхода 

на максимум этой же кривой (r = 0,44, р = 0,007). 

Кроме того, у лиц контрольной группы время вы-

хода на максимум спонтанной люминол-зависи-

мой хемилюминесценции нейтрофилов положи-

тельно взаимосвязано с ФЧ слабо фагоцитирую-

щих клеток (r = 0,43, р = 0,008).

У больных РГП обнаружено меньшее ко-

личество взаимосвязей между показателями 

фагоцитарной активности и респираторного 

взрыва нейтрофилов. При этом с показателя-

ми респираторного взрыва коррелируют толь-

ко параметры фагоцитоза активно и слабо фа-

гоцитирующих клеток. Так, у обследованных 

пациентов ФЧ активно фагоцитирующих кле-

ток положительно взаимосвязано максимумом 

интенсивности спонтанной (r = 0,73, р = 0,025) 

и зимозан-индуцированной (r = 0,75, р = 0,020) 

люцигенин-зависимой хемилюминесценции, 

а также с площадью под кривой, индуцирован-

ной люминол-зависимой хемилюминесценции 

(r = 0,72, р = 0,030). ФЧ активно фагоцитирую-

щих нейтрофилов отрицательно коррелирует 

со временем выхода на максимум спонтанной 

люцигенин-зависимой хемилюминесценции 

(r = –0,68, р = 0,042), тогда как ФЧ слабо фагоци-

тирующих клеток — положительно с максиму-

мом интенсивности спонтанной люминол-зави-

симой хемилюминесценции (r = 0,73, р = 0,025). 

В послеоперационном периоде взаимосвязей 

между показателями фагоцитарной активности 

и уровнем респираторного взрыва нейтрофилов 

крови у больных РГП не обнаружено.

Обсуждение

Нейтрофильные гранулоциты играют веду-

щую роль в патогенезе инфекционно-воспа-

лительных заболеваний, в том числе и при РГП 

[4, 19, 21]. Установлено, что фагоцитарная ак-

тивность нейтрофилов в дооперационном пе-

риоде у больных РГП значительно повышена. 

Причем значительно увеличивается не только 

количество фагоцитирующих нейтрофилов в кро-

ви, но и активность собственно фагоцитоза (ис-

ходя из величины ФЧ). Активность фагоцитоза 

при РГП достигает максимума на 7 сутки по-

слеоперационного периода и к 24 суткам коли-

чество фагоцитирующих нейтрофилов крови 

снижается до контрольного диапазона. Однако 

фагоцитарная активность нейтрофилов крови 

у больных РГП остается практически на уровне 

дооперационного периода. Выявленные особен-

ности динамики количества и активнос ти фаго-

цитирующих нейтрофилов при РГП определя-

ются лечением и, соответственно, клиническим 

состоянием больных в после операционном пе-

риоде [3, 4]. За счет снижения количество лейко-

цитов в периферической крови обследованных 

пациентов понижается уровень нейтрофильных 

гранулоцитов и, соответственно, количество 

фагоцитирующих клеток, но при сохранении 

высокой функциональной активности.

При реализации цитометрического протоко-

ла оценки фагоцитарной активности нейтрофи-

лов было обнаружено, что общая фракция кле-

ток, исходя из значений ФЧ, делится на две суб-

популяции. В связи с этим, все фагоцитирующие 

нейтрофилы были разделены на фракции: ак-

тивно фагоцитирующие клетки и слабо фагоци-

тирующие. Действительно, субпопуляционная 

гетерогенность нейтрофильных гранулоцитов 

отмечена в ряде исследований [8, 13, 15, 17]. Дока-

зано, что различные субпопуляции нейтрофилов 

по разному реализуют свою функциональную 

активность при воспалительных и онкологичес-

ких заболеваниях. В целом, выделяют фракции 

нейтрофилов с преимущественно эффекторной 

функцией (фагоцитоз) и регуляторные (синтези-

рующие различные цитокины).

Нами обнаружено, что у здоровых лиц (группа 

контроля) в периферической крови преобладают 

слабо фагоцитирующие нейтрофилы (в 1,7 раза), 

у больных РГП в до- и послеоперационном перио-

де — активно фагоцитирующие клетки (в 3,3 раза 

в дооперационном периоде и в 1,3 раза на 14 сут-

ки послеоперационного периода). Количество 

активно фагоцитирующих нейтрофилов крови 

у больных РГП в дооперационном периоде и на 

7 сутки послеоперационного периода превышает 

контрольные показатели, на 14 и 24 сутки после 

операции — соответствуют контрольному уров-

ню. При этом активность фагоцитоза для кле-

ток данной фракции у обследованных пациентов 

нормализуется только к 24 суткам послеопера-

ционного периода. Количество слабо фагоцити-

рующих нейтрофилов крови при РГП в доопе-

рационном периоде и на 7 сутки после операции 

снижено по сравнению с контрольными значени-

ями. С 14 суток послеоперационного периода их 

количество нормализуется. Однако фагоцитарная 

активность данной фракции нейтрофилов остает-

ся значительно повышенной относительно конт-

рольных значений на весь период наблюдений.
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Активность респираторного взрыва нейтро-

филов определяется уровнями синтеза первич-

ных и вторичных АФК и опосредует процессы 

фагоцитоза и киллинга [4, 6, 18]. Состояние ре-

спираторного взрыва было исследовано с помо-

щью двух хемилюминесцентных индикаторов: 

люцигенина и люминола. Люцигенин окис-

ляется и люминесцирует только под влиянием 

супероксид-радикала, который определяется 

как первичная АФК и синтезируется в системе 

НАДФН-оксидазы [12, 20]. Люцигенин не про-

ходит через мембрану клеток и связывается 

с супероксид-радикалом только во внеклеточ ном 

пространстве. Соответственно, исследование лю-

цигенин-зависимой хемилюминесценции ней-

трофилов позволяет охарактеризовать состояние 

активности НАДФН-оксидазы и уровень выделе-

ния супероксид-радикала для реализации меха-

низма внешнего киллинга у больных РГП.

У больных РГП в дооперационном периоде 

уровень синтеза супероксид-радикала нейтро-

филами крови соответствует контрольным зна-

чениям. На 7 сутки послеоперационного пери-

ода выявляется повышение индуцированной 

активности НАДФН-оксидазы под действием 

опсонизированного зимозана. На 14 сутки пос-

леоперационного периода наблюдается повы-

шение спонтанной и индуцированной актив-

ности НАДФН-оксидазы в нейтрофильных 

гранулоцитах больных РГП. На 24 сутки вы-

является снижение основных интегральных 

характеристик активности НАДФН-оксидазы 

в клетках больных РГП до уровней контроль-

ных значений. Следовательно, уровень синтеза 

наиболее бактерицидной формы АФК — су-

пероксид-радикала — нейтрофилами крови 

у больных РГП в дооперационном периоде со-

ответствует контрольным значениям, достигает 

максимума на 14 сутки послеоперационного пе-

риода и к концу периода наблюдения снижается 

до уровней контрольного диапазона.

В формировании пула вторичных АФК в ней-

трофильных гранулоцитах принимают учас-

тие такие ферменты, как супероксиддисмута-

за, каталаза, миелопероксидаза и др. [4, 6, 7]. 

Для оценки интенсивности синтеза вторичных 

АФК нейтрофилами крови нами использова-

лась люминол-зависимая хемилюминесценция. 

Необходимо отметить, что люминол способен 

вступать в хемилюминесцентную реакцию как 

с первичными, так и со вторичными АФК [4, 6].

При исследовании люминол-зависимой хе-

милюминесценции обнаружено, что уже в до-

операционном периоде уровень спонтанного 

и индуцированного синтеза вторичных АФК 

нейтрофилами крови у больных РГП значитель-

но повышен. При этом удлиняется время выхо-

да на максимум спонтанной хемилюминесцен-

ции. Данный показатель характеризует скорость 

развития респираторного взрыва от момента 

регуляторного или антигенного воздействия 

на клетку до максимальной активации фермен-

тов, синтезирующих АФК [4, 5]. Интенсивность 

спонтанного синтеза вторичных АФК нейтро-

филами при РГП снижается до контрольного 

уровня к 24 суткам послеоперационного перио-

да. При индукции зимозаном высокий уровень 

синтеза сохраняется весь период наблюдения.

С помощью корреляционного анализа уста-

новлено, что у здоровых людей активность 

НАДФН-оксидазы, индуцированная зимоза-

ном, и, соответственно, синтез супероксид-ра-

дикала отрицательно взаимосвязана с ФИ об-

щей фракции нейтрофилов крови и ФЧ активно 

фагоцитирующих клеток, что указывает на кон-

курентные механизмы синтеза первичных АФК 

и фагоцитарной активности нейтрофилов. В то 

же время показатели фагоцитарной активности 

(ФИ и ФЧ) положительно коррелируют с вре-

менем выхода на максимум спонтанной и ин-

дуцированной люцигенин- и люминол-зависи-

мой реакции, что также определяет увеличение 

времени развития респираторного взрыва при 

высокой фагоцитарной активности клеток. В до-

операционном периоде у больных РГП обнару-

жены только положительные корреляционные 

связи между показателями фагоцитарной актив-

ности нейтрофилов и интенсивностью синтеза 

первичных и вторичных АФК. В том числе обна-

ружена инверсия знака корреляционной связи 

между ФЧ активно фагоцитирующих нейтро-

филов и максимумом интенсивности индуци-

рованной люцигенин-зависимой хемилюминес-

ценции: при РГП — положительная взаимосвязь, 

у лиц контрольной группы — отрицательная. 

Единственной отрицательной корреляционной 

связью при РГП является взаимосвязь между 

временем выхода на максимум спонтанной лю-

цигенин-зависимой хемилюминесценции и ФЧ 

активно фагоцитирующих нейтрофилов. Дан-

ная взаимосвязь указывает на сокращение ско-

рости развития синтеза первичных АФК при 

высокой фагоцитарной активности клеток. 

Можно заключить, что у больных РГП в до-

операционном периоде наблюдается высокий 

уровень координации между респираторным 

взрывом и фагоцитарной активностью нейтро-

филов. Оперативное вмешательство и последую-

щее лечение приводят к полной дискоординации 

между респираторным взрывом и фагоцитозом, 

что проявляется в отсутствии корреляционных 

связей между ними.

Таким образом, у больных РГП уже в до-

операционном периоде значительно повыше-

на фагоцитарная активность нейтрофильных 

гранулоцитов крови. Максимум фагоцитарной 

активности наблюдается на 7 сутки послеопе-

рационного периода и к 24 суткам количество 

фагоцитирующих клеток снижается до конт-

рольного уровня, тогда как фагоцитарная ак-

тивность клеток остается на дооперационном 

уровне. В дооперационном периоде у больных 
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РГП количество активно фагоцитирующих 

нейтрофилов крови в 3,3 раза превышает число 

слабо фагоцитирующих клеток. К концу пери-

ода наблюдения количество активно и слабо 

фагоцитирующих нейтрофилов нормализуется. 

Но, если фагоцитарное число активно фагоци-

тирующих нейтрофилов у больных РГП также 

нормализуется, то фагоцитарная активность 

фракции слабо фагоцитирующих клеток оста-

ется значительно повышенной относительно 

контрольного уровня. При исследовании со-

стояния респираторного взрыва в нейтрофилах 

больных РГП установлено, что уровень синтеза 

первичных АФК возрастает только с 7 суток по-

слеоперационного периода и индуцированная 

активность НАДФН-оксидазы остается повы-

шенной к концу периода наблюдения. В то же 

время, синтез вторичных АФК в нейтрофилах 

крови больных РГП повышен уже в доопера-

ционном периоде и остается высоким до конца 

обследования. С помощью корреляционного 

анализа установлено, что если у здоровых людей 

выявляются конкурентные взаимосвязи между 

уровнем синтеза первичных АФК и активнос тью 

фагоцитоза, то все обнаруженные корреляци-

онные связи у больных РГП характеризуют вы-

сокий уровень скоординированности между 

респираторным взрывом и фагоцитарной ак-

тивностью нейтрофилов. Причем, данные взаи-

мосвязи выявляются только в дооперационном 

периоде, в послеоперационном периоде — от-

сутствуют. Можно предположить, что оператив-

ное вмешательство и последующее лечение при-

водит к полной дискоординации в нейтрофилах 

крови механизмов фагоцитоза и респираторно-

го взрыва. Выявленные особенности фагоци-

тарной активности нейтрофилов крови и интен-

сивности респираторного взрыва в данном типе 

клеток у больных РГП может быть использовано 

при разработке иммунотерапевтических мето-

дов, направленных на оптимизацию функцио-

нальной активности фагоцитирующих клеток 

при острых инфекционно-воспалительных за-

болеваниях.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке Краевого государственного автономного 
учреждения «Красноярский краевой фонд поддерж-
ки научной и научно-технической деятельности».
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