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Резюме. Целью исследования явилось изучение зависимости состояния респираторного взрыва 
нейтрофилов от активности их внутриклеточных ферментов у больных с разной степенью тяжести 
острого деструктивного панкреатита (ОДП). Обследовано 50 больных ОДП средней (17 пациентов) 
и тяжелой (33 пациента) степени тяжести. В качестве контроля обследовано 47 здоровых людей. Со-
стояние респираторного взрыва нейтрофильных гранулоцитов исследовали с помощью хемилюми-
несцентного анализа. Исследование активности NAD(P)-зависимых дегидрогеназ в нейтрофилах 
крови проведено с помощью биолюминесцентного анализа. Установлено, что независимо от степени 
тяжести заболевания выявляется снижение спонтанного и индуцированного синтеза нейтрофилами 
супероксид-радикала. У больных с тяжелой степенью ОДП также нарушена кинетика синтеза первич-
ных АФК. У больных со средней степенью тяжести повышается уровень синтеза нейтрофилами вто-
ричных АФК, тогда как при тяжелой степени заболевания наблюдаются нарушения в кинетике син-
теза вторичных АФК нейтрофилами, находящихся в состоянии относительного покоя, и повышение 
уровня синтеза при дополнительной индукции зимозаном. Метаболизм нейтрофилов у больных ОДП 
характеризуется активацией пластических процессов (за счет продуктов пентозофосфатного цикла) 
и аэробной энергетики (повышение интенсивности субстратного потока по циклу трикарбоновых 
кислот). Однако у больных со средней степенью тяжести нейтрофильный пул NADPH дополнитель-
но поддерживается ферментативными реакциями малик-фермента и NADP-зависимой глутаматде-
гидрогеназой. У больных с тяжелой степенью ОДП выявляется активация перекисных процессов, 
для компенсации которых требуется NADPH. Состояние энергетических процессов в нейтрофилах 
крови у больных ОДП характеризуется отсутствием изменений активности гликолиза и увеличением 
интенсивности субстратного потока по циклу трикарбоновых кислот. У больных со средней степе-
нью тяжести заболевания активность аэробных процессов поддерживается продуктами аминокис-
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лотного обмена (через глутаматдегидрогеназы), тогда как при тяжелой степени ОДП – продуктами 
липидного катаболизма. С помощью корреляционного анализа исследована зависимость респира-
торного взрыва нейтрофилов от состояния их метаболизма. Установлено, что у лиц контрольной 
группы интенсивность и кинетика респираторного взрыва нейтрофилов зависит только от активно-
сти NADP-зависимых дегидрогеназ. У больных со средней степенью тяжести ОДП изменение актив-
ности внутриклеточных метаболических процессов привело к нарушению их регуляторного влияния 
на состояние респираторного взрыва нейтрофилов. У пациентов с тяжелой степенью заболевания 
респираторный взрыв нейтрофилов стимулируется реакциями восстановительного аминирования 
α-кетоглутарата, но ингибируется внутриклеточными перекисными процессами.

Ключевые слова: панкреатит, степень тяжести, нейтрофилы, функция, респираторный взрыв, хемилюминесценция, 
активные формы кислорода, метаболизм, активность ферментов

DEPENDENCE OF NEUTROPHIL RESPIRATORY BURST ON 
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Abstract. The aim of the study was to investigate a dependence of respiratory burst state in neutrophils on 
activities of their intracellular enzymes in patients with acute destructive pancreatitis (ADP) of different severity. 
The study included 50 patients with ADP of moderate (17 cases) and severe degree (33 cases). A group of 47 
healthy people was examined as controls. The respiratory burst state was examined in neutrophilic granulocytes 
by means of chemiluminescence assays. A study of NAD(P)-dependent dehydrogenases activity in blood 
neutrophils was performed using bioluminescent analysis. We have revealed that a decrease in spontaneous 
and induced synthesis of superoxide radical by neutrophils was detected in ADP patients, independently of the 
disease severity. Kinetics of primary ROS synthesis was also impaired in patients with severe ADP. In patients 
with moderate disorder, the level of secondary ROS synthesis by neutrophils proved to be increased, whereas, in 
cases of severe disease, a disturbed kinetics of secondary ROS synthesis by neutrophils was detected at a resting 
state, showing increased synthetic level upon additional induction by zymosan. Metabolism of neutrophils 
in patients with ADP is characterized by activation of plastic processes (due to the products of the pentose 
phosphate cycle) and aerobic energy (increased substrate flow intensity in the cycle of tricarboxylic acids). 
However, NADPH neutrophilic pool in patients with moderate disorder could be additionally supported 
by enzymatic malic enzyme reactions and NADP-dependent glutamate dehydrogenase. Activation of 
peroxidation events in patients with severe ADP is revealed, which needs NADPH compensation. The state of 
energy processes in blood neutrophils in patients with ADP is characterized by lacking changes in glycolytic 
activity, and increased intensity of substrate flux along tricarboxylic acids cycle. Activity of aerobic processes 
in patients with moderate disease is maintained by the products of amino acid metabolism (via glutamate 
dehydrogenase), whereas, in severe ADP it may be provided by products of lipid catabolism. Using correlation 
analysis, a dependence of respiratory burst of neutrophils on the state of their metabolism was studied. We 
have found that intensity and kinetics of respiratory burst in the neutrophils of controls depends only on the 
activity of NADP-dependent dehydrogenases. The changes in cellular metabolic activity in the patients with 
moderate ADP led to disturbances of their regulatory effect upon the state of neutrophil respiratory burst. In 
patients with severe disorder, the degree a neutrophil respiratory burst is stimulated by reductive amination of 
α-ketoglutarate, being, however, inhibited by intracellular peroxidation processes.

Keywords: pancreatitis, severity stage, neutrophils, function, respiratory burst, chemiluminescence, reactive oxygen species, 
metabolism, enzyme activity
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Нейтрофилы при остром панкреатите
Neutrophils in acute pancreatitis2019, Vol. 21,  1

2019, Т. 21, № 1

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Краевого государственного автоном-
ного учреждения «Красноярский краевой фонд 
поддержки научной и научно-технической дея-
тельности».

Англоязычный список ферментов
Глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа (Г6ФДГ) – 

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (Glu6PDH)
Глицерол-3-фосфатдегидрогеназа (Г3ФДГ) – 

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase (Gly3PDH)
Лактатдегидрогеназа, НАД-зависимая ре-

акция (ЛДГ) – Lactate dehydrogenase, NAD-
dependent reaction (LDH)

NADP-зависимая декарбоксилирующая 
малатдегидрогеназа (NADP-МДГ) – NADP-
dependent malate dehydrogenase decarboxylated 
(NADP-MDH)

NADP-зависимая глутаматдегидрогена-
за (NADP-ГДГ) – NADP-dependent glutamate 
dehydrogenase (NADP-GluDH)

NADP-зависимая изоцитратдегидрогена-
за (NADP-ИЦДГ) – NADP-dependent isocitrate 
dehydrogenase (NADP-ICDH)

Малатдегидрогеназа, NAD-зависимая ре-
акция (МДГ) – Malate dehydrogenase, NAD-
dependent reaction (MDH)

NAD-зависимая глутаматдегидрогена-
за (NAD-ГДГ) – NAD-dependent glutamate 
dehydrogenase (NAD-GluDH)

NAD-зависимая изоцитратдегидрогена-
за (NAD-ИЦДГ) – NAD-dependent isocitrate 
dehydrogenase (NAD-ICDH)

NADH-зависимая реакция лактатдегидроге-
назы (NADH-ЛДГ) – NADH-dependent reaction 
of lactate dehydrogenase (NADH-LDH)

NADH-зависимая реакция малатдегидрогена-
зы (NADH-МДГ) – NADH-dependent reaction of 
malate dehydrogenase (NADH-MDH)

Глутатионредуктаза (ГР) – Glutathione 
reductase (GR)

NADH-зависимая реакция глутаматдегидро-
геназы (NADH-ГДГ) – NADH-dependent reaction 
of glutamate dehydrogenase (NADH-GluDH)

NADPH-зависимая реакция глутаматдеги-
дрогеназы (NADPH-ГДГ) – NADPH-dependent 
reaction of glutamate dehydrogenase (NADPH-
GluDH)

Введение
Острый панкреатит является воспалительным 

процессом с очень вариабельным клиническим 
течением. У большинства пациентов острый 
панкреатит протекает в легкой форме без суще-
ственных осложнений, однако у 10-20% больных 
наблюдается острый деструктивный панкреатит 
(ОДП) – наиболее тяжелая форма заболевания, 

характеризующаяся высоким риском развития 
летальных осложнений с общей смертностью 
до 30% [1, 18]. Данная группа пациентов нужда-
ется в наиболее раннем выявлении этих рисков, 
правильном назначении диагностических проце-
дур и выборе обоснованной тактики лечения. По-
этому ранняя оценка степени тяжести больных 
ОДП важна для назначения ранней специализи-
рованной интенсивной терапии и своевременно-
го оперативного вмешательства и, как следствие, 
улучшает исходы, снижая летальность [10].

Изменения в иммунной системе при ОДП 
являются наиболее ранними, и их следует рас-
сматривать как фактор, во многом определяю-
щий течение заболевания. Ключевыми клетками 
в развитии воспаления являются нейтрофилы, 
которые являются высокореактивными клетка-
ми врожденного иммунитета, способными бы-
стро мобилизоваться в очаг воспаления [3, 7, 24]. 
За счет широкого спектра рецепторов нейтро-
фильные гранулоциты являются очень чувстви-
тельными клетками к изменению гомеостаза ор-
ганизма. Одним из проявлений функциональной 
активности нейтрофилов является респиратор-
ный взрыв, который развивается в процессе фа-
гоцитоза и характеризуется уровнем и кинетикой 
синтеза активных форм кислорода (АФК) [12, 
27]. Изменение уровня фагоцитарной активно-
сти значительно коррелирует с интенсивностью 
синтеза АФК. Так, в работе Marchi L.F. и соавт. 
(2014) продемонстрировано, что IFNγ одновре-
менно стимулировал уровень фагоцитоза и син-
тез нейтрофилами супероксид-радикала, переки-
си водорода и хлорноватистой кислоты [19]. В то 
же время высокая интенсивность синтеза АФК 
нейтрофилами также может явиться причиной 
неконтролируемой воспалительной реакции [22].

Реализация любых функциональных меха-
низмов нейтрофилами не может не зависеть, 
от состояния их метаболизма. Доказано, что 
воспринимая сигналы о нарушении гомеоста-
за внутренней среды организма, нейтрофилы 
модулируют свой метаболизма, что, в свою оче-
редь, приводит к изменению их функциональной 
активности [6, 8, 20]. Так, в работе Walmsley S. 
и Whyte M. (2014) показано, что функциональная 
активность нейтрофильных гранулоцитов зави-
сит от метаболизма глюкозы (прежде всего, через 
пентозофосфатный цикл), глутамата и внутри-
клеточной энергетики [24]. Azevedo E.P. и соавт. 
(2015) установили, что способность к формиро-
ванию нейтрофильных внеклеточных ловушек 
(NET) зависит от активности пентозофосфат-
ного цикла [8]. Авторами отмечается, что актив-
ность NADPH-оксидазы соответствует уровню 
продукции NADPH в пентозофосфатном цикле 
и влияет на формирование NET. Ранее нами об-
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наружено, что динамика активности фермен-
тов нейтрофилов у больных распространенным 
гнойным перитонитом в послеоперационном 
периоде реализуется при изменении фенотипа 
клеток [6]. В то же время механизмы зависимости 
синтеза АФК от метаболизма нейтрофилов при 
различных воспалительных заболеваниях чело-
века исследованы еще не полностью.

Таким образом, целью данного исследования 
явилось изучение зависимости состояния респи-
раторного взрыва нейтрофилов от активности их 
внутриклеточных ферментов у больных с разной 
степенью тяжести ОДП.

Материалы и методы
Под наблюдением находилось 50 больных 

ОДП (27 мужчин и 23 женщины) средней (17 па-
циентов) и тяжелой (33 пациента) степени тяже-
сти, проходивших лечение в отделениях хирургии 
и отделении реанимации и интенсивной тера-
пии КБУЗ «КМКБСМП им. Н.С. Карповича» г. 
Красноярска. Средний возраст больных составил 
46,9±6,5 года. Из исследования были исключены 
больные с ОДП легкой степени, у которых ОДП 
явился осложнением травмы брюшной полости, 
в том числе и послеоперационный. Исходную 
степень тяжести состояния больных определяли 
по шкале SAPS II [16]. Для оценки тяжести ОДП 
и прогноза развития заболевания применяли шка-
лу критериев первичной экспресс-оценки тяже-
сти острого панкреатита Санкт-Петербургского 
НИИ скорой помощи им. И.И. Джанелидзе [1]. 
Наличие и степень выраженности полиорганной 
недостаточности определяли по шкале SOFA [23]. 
При оценке степени тяжести синдрома систем-
ной воспалительной реакции придерживались 
критериев ACCP/ SCCM [9]. В качестве контро-
ля обследовано 47 здоровых людей аналогичного 
возрастного диапазона.

Нейтрофильные гранулоциты выделяли 
из цельной гепаринизированной крови центри-
фугированием в двойном градиенте плотности 
фиколл-урографина. Состояние респиратор-
ного взрыва нейтрофильных гранулоцитов ис-
следовали с помощью хемилюминесцентного 
анализа [7]. В качестве индикаторов хемилюми-
несценции использовали люминол и люцигенин. 
Оценка спонтанной и зимозан-индуцированной 
хемилюминесценции осуществлялась в течение 
90 минут на 36-канальном хемилюминесцент-
ном анализаторе БЛМ-3607 (ООО «МедБиоТех», 
Россия). Определяли следующие характеристи-
ки: время выхода на максимум (Тmax), макси-
мальное значение интенсивности (Imax), а также 
площадь под кривой (S) хемилюминесценции. 
Усиление хемилюминесценции, индуцирован-
ной зимозаном, оценивали отношением площа-
ди индуцированной хемилюминесценции (Sind.) 

к площади спонтанной (Sspont.) и определяли 
как индекс активации (Sind./Sspont.).

Исследование активности NAD(P)-
зависимых дегидрогеназ в нейтрофилах крови 
проведено с помощью биолюминесцентного 
анализа [4]. Метаболизм нейтрофилов оцени-
вали по активности следующих ферментов: 
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ), 
глицерол-3-фосфатдегидрогеназы (Г3ФДГ), 
NADP-зависимой декарбоксилирующей ма-
латдегидрогеназы (малик-фермент, NADP-
МДГ), NAD- и NADH-зависимой реакции 
лактатдегидрогеназы (ЛДГ и NADH-ЛДГ), 
NAD- и NADH-зависимой реакции малатде-
гидрогеназы (МДГ и NADH-МДГ), NADP- 
и NADPH-зависимой глутаматдегидрогеназы 
(NADP-ГДГ и NADPH-ГДГ), NAD- и NADH-
зависимой глутаматдегидрогеназы (NAD-ГДГ 
и NADH-ГДГ), NAD- и NADP-зависимых изо-
цитратдегидрогеназ (NAD-ИЦДГ и NADP-
ИЦДГ соответственно) и глутатионредуктазы 
(ГР). Активность NAD(P)-зависимых дегидроге-
наз выражали в ферментативных единицах на 104 
клеток, где 1 Е = 1 мкмоль/мин [5]. Исследова-
ние проводили на ферментативном препара-
те NАD(Р):FMNоксидоредуктаза-люцифераза 
из Photobacterium leiognathi (получен в Институте 
биофизики СО РАН, г. Красноярск).

Все исследования выполнены с информиро-
ванного согласия испытуемых и в соответствии 
с Хельсинкской декларацией Всемирной ассоци-
ации «Этические принципы проведения научных 
медицинских исследований с участием человека» 
с поправками 2000 г. и «Правилами клинической 
практики в Российской Федерации», утвержден-
ными Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 г. 
№ 266.

Описание выборки производили с помощью 
подсчета медианы (Ме) и интерквартильного 
размаха в виде 25 и 75 процентилей (Q0,25 и Q0,75). 
Достоверность различий между показателями 
независимых выборок оценивали по непараме-
трическому критерию Манна–Уитни. Для ис-
следования силы взаимосвязей показателей вы-
числялся коэффициент ранговой корреляции 
по Спирмену. Статистический анализ осущест-
вляли в пакете прикладных программ Statistica 8.0 
(StatSoft Inc., 2007).

Результаты
При исследовании интенсивности и кинети-

ки люцигенин-зависимой хемилюминесценции 
нейтрофилов обнаружено, что только у больных 
со средней степенью тяжести ОДП снижается 
максимум интенсивности спонтанной хеми-
люминесценции по сравнению с контрольны-
ми показателями и значениями, выявленными 
у пациентов с тяжелой степенью ОДП (табл. 1). 
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У больных с тяжелой степенью ОДП уменьшает-
ся время выхода на максимум спонтанной и зи-
мозан-индуцированной люцигенин-зависимой 
хемилюминесценции нейтрофилов крови. Неза-
висимо от тяжести заболевания, у обследован-
ных пациентов понижается площадь под кривой 
спонтанной и индуцированной хемилюминес-
ценции.

Исследование люминол-зависимой хемилю-
минесценции нейтрофилов крови позволило 
обнаружить, что у больных со средней степенью 
тяжести ОДП повышается площадь под кривой 
спонтанной хемилюминесценции как относи-
тельно контрольных значений, так и показателей, 
выявляемых у пациентов с тяжелой степенью за-
болевания (табл. 2). При этом у больных с тяже-
лой степенью ОДП наблюдается значительной 
снижение площади код кривой спонтанной хе-
милюминесценции нейтрофилов относительно 
контрольных значений. Только у больных с тяже-
лой степенью ОДП относительно контрольного 
уровня повышается индекс активации по люми-

нол-зависимой хемилюминесценции. Незави-
симо от тяжести заболевания у обследованных 
пациентов относительно контрольных значений 
увеличиваются максимумы интенсивности спон-
танной и зимозан-индуцированной хемилюми-
несценции нейтрофилов.

С помощью биолюминесцентного анализа ис-
следованы уровни активности NAD- и NADP-
зависимых дегидрогеназ в нейтрофилах крови 
(табл. 3). Обнаружено, что у больных со сред-
ней степенью тяжести ОДП в нейтрофилах кро-
ви по сравнению с контрольными значениями, 
а также выявленными у больных с тяжелой сте-
пенью заболевания повышаются уровни актив-
ности NADP-МДГ, NADP-ГДГ и NAD-ГДГ 
(табл. 3). Только у пациентов с тяжелой степенью 
заболевания в нейтрофилах крови относительно 
контрольного диапазона увеличивается актив-
ность Г3ФДГ и ГР. Независимо от тяжести ОДП, 
повышается внутриклеточная активность Г6ФДГ 
и NAD-ИЦДГ, но снижается активность ЛДГ.

ТАБЛИЦА 1. ЛЮЦИГЕНИН-ЗАВИСИМАЯ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИЯ НЕЙТРОФИЛОВ У БОЛЬНЫХ С РАЗНОЙ СТЕПЕНЬЮ 
ТЯЖЕСТИ ОДП
TABLE 1. THE LUCIGENIN-DEPENDING CHEMILUMINESCENCE ACTIVITY OF NEUTROPHILS WITH VARYING DEGREES OF 
ADP SEVERITY

Показатели
Parameters

Контроль
Control
n = 47

Средняя степень ОДП
Average degree of ADP

n = 17

Тяжелая степень ОДП
Heavy degree of ADP

n = 33
1 2 3

Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75

Спонтанная люцигенин-зависимая хемилюминесценция
Spontaneous lucigenin-dependent chemiluminescence

Tmax, сек.
Tmax, sec.

2093 1425-2881 1923 1195-3056 1229 838-2181
p1 = 0,033

Imax, r.u. × 103
7,74 2,61-16,54 2,72 1,45-5,35 6,88 4,04-10,69

p1 = 0,039 p2 = 0,042

S, r.u.× sec. × 105
15,16 3,95-41,11 0,29 0,14-0,44 0,65 0,36-0,92

p1 < 0,001 p1<0,001
Зимозан-индуцированная люцигенин-зависимая хемилюминесценция

Zymosan-induced lucigenin-dependent chemiluminescence

Tmax, сек.
Tmax, sec.

1738 1389-2331 1376 1262-2231 1291 951-1366
p1 = 0,003

Imax, r.u. × 103 14,14 7,59-28,96 9,41 7,64-15,44 14,22 9,11-31,98

S, r.u.× sec. × 105
25,16 10,70-64,61 0,81 0,59-1,97 1,26 0,81-3,91

p1 < 0,001 p1 < 0,001
Sинд./Sспонт.
Sind./Sspont. 1,77 1,17-3,11 3,06 1,70-4,22 2,38 1,74-3,55

Примечание. sec. – секунды, r.u. – relative units (относительные единицы); р1 – статистически значимые 
различия с показателями контрольной группы; р2 – -//- с показателями больных со средней степенью ОДП.

Note. sec. – seconds; r.u. – relative units; р1 – statistically significant differences with indicators of the control group; р2 – -//- with 
indicators of patients with an average degree of ADP.
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С помощью корреляционного анализа были 
исследованы взаимосвязи между уровнями ак-
тивности исследуемых ферментов и показателя-
ми хемилюминесцентной активности нейтрофи-
лов крови. Установлено, что у лиц контрольной 
группы активность NADP-ГДГ положительно 
коррелирует с площадью под кривой зимозан-ин-
дуцированной люцигенин-зависимой хемилю-
минесценции нейтрофилов (r = 0,35, р = 0,027). 
Кроме того, у обследованных данной группы 
активность Г6ФДГ отрицательно коррелиру-
ет с временем выхода на максимум спонтанной 
(r = -0,31, р = 0,004) и индуцированной (r = -0,27, 
р = 0,015) люминол-зависимой хемилюминес-
ценции нейтрофилов. Активность NADP-ИЦДГ 
положительно взаимосвязана с площадью под 
кривой спонтанной (r = 0,26, р = 0,019), а также 
с максимумом (r = 0,25, р = 0,025) и площадью 
под кривой (r = 0,27, р = 0,013) индуцирован-
ной люминол-зависимой хемилюминесценции. 
У лиц контрольной группы также обнаруже-
на отрицательная корреляционная связь между 
активностью NADP-МДГ и временем выхода 
на максимум зимозан-индуцированной люми-

нол-зависимой хемилюминесценции нейтрофи-
лов (r = -0,24, р = 0,028).

У больных со средней степенью тяжести ОДП 
корреляционные связи между внутриклеточной 
активностью ферментов и показателями хеми-
люминесценции нейтрофилов отсутствуют. В то 
же время у пациентов с тяжелой степенью ОДП 
активность ЛДГ отрицательно взаимосвязана 
с временем выхода на максимум спонтанной лю-
цигенин-зависимой хемилюминесценции ней-
трофилов (r = -0,90, р = 0,009). У обследованных 
данной группы обнаружена отрицательная кор-
реляционная связь активности ГР с максимумом 
интенсивности спонтанной (r = -0,92, р = 0,008) 
и положительная с временем выхода на максимум 
(r = 0,75, р = 0,010) зимозан-индуцированной лю-
цигенин-зависимой хемилюминесценции ней-
трофилов. У больных с тяжелой степенью ОДП 
обнаружены положительные корреляционные 
связи внутриклеточной активности NADPH-ГДГ 
со следующими хемилюминесцентными показа-
телями нейтрофилов: с площадью под кривой зи-
мозан-индуцированной люцигенин-зависимой 
хемилюминесценции (r = 0,68, р = 0,014), с ве-

ТАБЛИЦА 2. ЛЮМИНОЛ-ЗАВИСИМАЯ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИЯ НЕЙТРОФИЛОВ У БОЛЬНЫХ С РАЗНОЙ СТЕПЕНЬЮ 
ТЯЖЕСТИ ОДП
TABLE 2. THE LUMINOL-DEPENDING CHEMILUMINESCENCE ACTIVITY OF NEUTROPHILS WITH VARYING DEGREES OF 
ADP SEVERITY

Показатели
Parameters

Контроль
Control
n=47

Средняя степень ОДП
Average degree of ADP

n=17

Тяжелая степень ОДП
Heavy degree of ADP

n=33
1 2 3

Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75

Спонтанная люминол-зависимая хемилюминесценция
Spontaneous luminol-dependent chemiluminescence

Tmax, сек.
Tmax, sec. 969 567-1559 1384 781-1447 1046 733-2315

Imax, r.u. × 103
10,83 4,06-30,88 42,29 30,22-62,03 68,85 31,62-104,28

p1 = 0,004 p1 < 0,001

S, r.u.× sec. × 105

14,91 4,49-50,94 24,90 15,20-61,40 5,61 4,06-9,76

p1 = 0,005 p1 = 0,008
p2 < 0,001

Зимозан-индуцированная люминол-зависимая хемилюминесценция
Zymosan-induced luminol-dependent chemiluminescence

Tmax, сек.
Tmax, sec. 1072 796-1459 994 794-1256 872 766-1823

Imax, r.u. × 103
21,25 7,55-62,59 117,85 86,33-151,08 135,80 131,62-142,39

p1 = 0,003 p1 < 0,001
S, r.u.× sec. × 105 24,34 9,21-84,16 27,42 6,61-42,80 16,60 7,99-21,10

Sинд./ Sспонт.
Sind./ Sspont.

1,89 1,34-2,87 1,08 1,10-2,25 2,92 1,91-4,36
p1 = 0,044

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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личиной индекса активации по люцигенин-зави-
симой хемилюминесценции (r = 0,90, р = 0,009), 
с максимумом интенсивности (r = 0,68, р = 0,025) 
и площадью под кривой (r = 0,89, р = 0,009) инду-
цированной люминол-зависимой хемилюминес-
ценции.

Обсуждение
Респираторный взрыв нейтрофилов опреде-

ляется синтезом широкого спектра АФК, среди 
которых выделяют первичные (например, супе-

роксид-радикал) и вторичные (перекись водо-
рода, гидроксильный радикал и др.) АФК [7, 17, 
26]. Синтез супероксид-радикала осуществля-
ется экспрессированной на мембране клеток 
NADPH-оксидазой [14, 21]. Известно, что хеми-
люминесцентная реакция люцигенина осущест-
вляется только при взаимодействии с суперок-
сид-радикалом [2, 7]. Следовательно, показатели 
люцигенин-зависимой хемилюминесценции ха-
рактеризуют уровень синтеза супероксид-ради-
кала и активность NADPH-оксидазы.

ТАБЛИЦА 3. АКТИВНОСТЬ NAD- И NADP-ЗАВИСИМЫХ ДЕГИДРОГЕНАЗ В НЕЙТРОФИЛАХ У БОЛЬНЫХ С РАЗНОЙ 
СТЕПЕНЬЮ ТЯЖЕСТИ ОДП
TABLE 3. THE ACTIVITY OF NAD- AND NADP-DEPENDENT DEHYDROGENASES IN NEUTROPHILS WITH VARYING DEGREES 
OF ADP SEVERITY

Показатели
Parameters

Контроль
Control
n=67

Средняя степень ОДП
Average degree of ADP

n=15

Тяжелая степень ОДП
Heavy degree of ADP

n=35
1 2 3

Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75

Г6ФДГ
Glu6PDH

0,89 0,01-4,18 4,14 0,54-8,68 4,05 1,41-15,61
р1 = 0,011 р1 = 0,002

Г3ФДГ
Gly3PDH

0,32 0,01-1,72 1,07 0,01-1,68 1,81 0,33-7,44
р1 = 0,012

ЛДГ
LDH

10,90 0,89-50,65 1,92 0,15-4,69 2,97 0,85-5,85
р1 = 0,038 р1 = 0,045

NADP-МДГ
NADP-MDH

0,03 0,01-1,86 2,04 0,15-14,23 0,02 0,01-1,15
р1 = 0,028 р2 = 0,032

NADP-ГДГ
NADP-GluDH

0,16 0,03-2,31 20,28 2,19-48,11 0,57 0,01-5,25
р1 = 0,008 р2 = 0,037

NADP-ИЦДГ
NADP-ICDH 1,35 0,20-5,88 0,86 0,16-1,06 0,74 0,12-3,96

МДГ
MDH 1,95 0,35-7,80 1,22 0,41-4,36 1,20 0,37-3,70

NAD-ГДГ
NAD-GluDH

0,67 0,01-4,60 17,29 5,83-26,24 0,75 0,01-6,75
р1 < 0,001 р2 = 0,009

NAD-ИЦДГ
NAD-ICDH

0,02 0,01-0,65 5,34 3,70-13,41 4,38 1,69-9,93
р1 < 0,001 р1 < 0,001

NADH-ЛДГ
NADH-LDH 4,39 1,02-28,88 5,03 1,88-27,56 8,76 0,25-26,04

NADH-МДГ
NADH-MDH 15,80 3,67-55,78 8,33 2,02-27,62 11,01 0,15-26,54

ГР
GR

1,14 0,12-6,68 2,41 0,99-7,12 3,95 0,12-11,15
р1 = 0,034

NADH-ГДГ
NADH-GluDH 5,98 0,02-16,39 12,09 1,74-13,19 8,11 2,18-13,50

NADPH-ГДГ
NADPH-GluDH 12,48 0,25-41,40 12,51 0,35-23,71 10,37 0,12-41,17

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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Обнаружено, что у больных со средней сте-
пенью тяжести ОДП снижен уровень спонтан-
ного синтеза нейтрофилами супероксид-ради-
кала (по показателям максимума интенсивности 
и площади под кривой люцигенин-зависимой хе-
милюминесценции). При индукции респиратор-
ного взрыва нейтрофилов с помощью опсонизи-
рованного зимозана у больных данной группы 
также наблюдается понижение уровня синтеза 
супероксид-радикала.

У пациентов с тяжелой степенью заболевания 
выявляется понижение уровня синтеза суперок-
сид-радикала нейтрофилами, как находящимися 
в состоянии относительного покоя, так и при до-
полнительной индукции респираторного взрыва 
зимозаном, но только по площади под кривой 
спонтанной и индуцированной люцигенин-за-
висимой хемилюминесценции. Подобная осо-
бенность отражает не только слабую активность 
NADPH-оксидазы, но и нарушения в кинетике 
синтеза супероксид-радикала, что подтверж-
дается уменьшением у данной группы больных 
времени выхода на максимум спонтанной и зи-
мозан-индуцированной люцигенин-зависимой 
хемилюминесценции. Необходимо отметить, что 
максимум выхода на максимум хемилюминес-
ценции характеризует период времени от момен-
та воздействия регуляторного (в случае спонтан-
ной хемилюминесценции) или функционального 
(индуцированная хемилюминесценция) стимула, 
включая восприятие сигнала на внешней цито-
плазматической мембране, до максимального 
уровня синтеза АФК с использованием метабо-
лических ресурсов клетки [7].

Супероксид-радикал, являясь первичной 
АФК, обладает низкой бактерицидной активно-
стью [2]. Но его синтез инициирует образование 
широкого спектра вторичных АФК, среди кото-
рых выраженной бактерицидной активностью 
обладает гипохлорная кислота [26]. Особенности 
интенсивности и кинетики синтеза АФК нейтро-
филами нами исследованы с помощью люминол-
зависимой хемилюминесценции. В связи с тем 
что активность люцигенин-зависимой хемилю-
минесценции нейтрофилов у больных ОДП зна-
чительно ниже, чем у лиц контрольной группы, 
а отдельные показатели активности люминол-
зависимой хемилюминесценции превышают 
контрольные значения, можно предположить, 
что люминол-зависимая хемилюминесценция 
характеризует уровень синтеза вторичных АФК 
нейтрофилами крови.

У больных со средней степенью тяжести ОДП 
уровни синтеза вторичных АФК нейтрофилами 
крови, как находящимися в состоянии относи-
тельного покоя (спонтанная люминол-зависимая 
хемилюминесценция), так и при дополнительной 

индукции респираторного взрыва (индуцирован-
ная хемилюминесценция), значительно повыше-
ны относительно контрольных значений. У па-
циентов с тяжелой степенью ОДП максимальный 
уровень синтеза вторичных АФК нейтрофилами, 
находящимися в состоянии покоя, также превы-
шает контрольные значения, но при снижении 
площади под кривой люминол-зависимой хеми-
люминесценции. Подобная особенность опреде-
ляется нарушением кинетики синтеза вторичных 
АФК, прежде всего, за счет недостаточности вну-
триклеточных метаболических ресурсов. При до-
полнительной индукции респираторного взрыва 
у больных с тяжелой степенью ОДП выявляется 
увеличение максимума синтеза вторичных АФК, 
а также увеличение индекса активации. Послед-
ний параметр характеризует метаболические ре-
зервы фагоцитирующих клеток, которые исполь-
зуются для синтеза АФК при дополнительной 
индукции респираторного взрыва [7].

Разнонаправленные изменения в уровнях 
синтеза первичных и вторичных АФК нейтрофи-
лами крови больных ОДП, по-видимому, связа-
ны с увеличением активности панкреатических 
пищеварительных ферментов в кровотоке и соот-
ветствующим повреждением NADPH-оксидазы 
цитоплазматической мембраны нейтрофилов. 
Деструкция ткани поджелудочной железы и со-
ответствующая активность панкреатических фер-
ментов в крови выше у больных при тяжелой сте-
пени ОДП, что и приводит к более выраженным 
нарушениям механизмов респираторного взрыва 
нейтрофилов у пациентов данной категории.

В качестве параметров внутриклеточного 
метаболизма нейтрофилов исследованы уров-
ни активности NAD- и NADP-зависимых де-
гидрогеназ. Связано это с тем, что пиридино-
вые нуклеотиды (коферменты дегидрогеназ) 
являются основными переносчиками электронов 
в клетках [4]. Кроме того, исследуемые NAD(P)-
зависимые дегидрогеназы занимают ключевые 
позиции в системе внутриклеточного обмена ве-
ществ и, соответственно, участвуют в направлен-
ной координации сопряженных метаболических 
потоков, обуславливая адаптивные изменения 
клеточного метаболизма [5].

Независимо от степени тяжести ОДП, в ней-
трофилах крови обследованных пациентов по-
вышена активность Г6ФДГ. Фермент является 
ключевым и инициализирующим ферментом 
пентозофосфатного цикла [13]. Повышение ак-
тивности данного фермента в нейтрофилах отра-
жает активацию реакций пластического обмена 
и увеличение наработки NADPH для NADPH-
оксидазы. Из исследуемых NADP-зависимых де-
гидрогеназ только у больных со средней степенью 
тяжести ОДП в нейтрофилах крови также повы-
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шается активность у малик-фермента (NADP-
МДГ) и NADP-ГДГ. NADP-МДГ является клю-
чевой в системе липидного анаболизма, тогда 
как NADP-ГДГ, осуществляя окислительное де-
заминирование глутаминовой кислоты, прини-
мает участие в реакциях субстратного переноса 
продуктов аминокислотного обмена на реакции 
цикла трикарбоновых кислот [25, 28]. При этом 
у пациентов со средней степенью тяжести ОДП 
в нейтрофилах крови также повышается и актив-
ность NAD-ГДГ, что отражает дополнительное 
стимулирование митохондриальной энергетики 
клеток продуктами аминокислотного обмена. 
У больных с тяжелой степенью ОДП в нейтрофи-
лах крови увеличивается активность ГР. Данный 
фермент принимает участие в глутатион-зави-
симой антиоксидантной системе, осуществляя 
NADPH-зависимое восстановление глутатио-
на [5, 11]. Увеличение активности ГР отражает 
повышение интенсивности перекисных процес-
сов в нейтрофилах у пациентов с тяжелой степе-
нью ОДП. При этом при восстановлении глута-
тиона расходуется NADPH, что может привести 
к снижению наработанного пула NADPH в клет-
ках пациентов данной группы и, соответственно, 
к снижению активности NADPH-оксидазы.

Характеризуя состояние энергетических про-
цессов в нейтрофилах при ОДП, необходимо 
отметить независимое от степени тяжести за-
болевания повышение активности NAD-ИЦДГ. 
Данный фермент является лимитирующим в ци-
кле трикарбоновых кислот [15]. Повышение его 
активности характеризует увеличение интен-
сивности субстратного потока по циклу Кребса. 
Цикл трикарбоновых кислот является амфибо-
лическим, соответственно, уровень субстратного 
потока на нем может поддерживаться различны-
ми процессами. В частности, как было отмече-
но выше, субстратная стимуляция цикла может 
осуществляться за счет продуктов аминокислот-
ного обмена, через глутаматдегидрогеназы. Од-
нако данный механизм реализован в нейтрофи-
лах крови только у больных со средней степенью 
тяжести ОДП. Анаэробный гликолиз является 
одним из основных процессов, стимулирующих 
реакции цикла трикарбоновых кислот. Одна-
ко уровни активности анаэробной реакции ЛДГ 
(NADH-ЛДГ) и NADH-зависимой реакции МДГ 
(NADH-МДГ) в нейтрофилах крови у больных 
ОДП соответствуют контрольным значениям, 
что определяет отсутствие изменений активно-
сти гликолиза. Более того, при ОДП, независи-
мо от степени тяжести заболевания, выявляется 
снижение активности аэробной реакции ЛДГ. 
При этом гликолиз является основным энер-
гетическим процессом для нейтрофилов. Суб-
стратный поток лимонного цикла также может 

стимулироваться продуктами липидного обмена. 
Обнаружено, что у пациентов с тяжелой степе-
нью ОДП в нейтрофилах повышается активность 
Г3ФДГ, характеризующей уровень липидного ка-
таболизма и перенос интермедиатов на энергети-
ческие процессы [29].

С помощью корреляционного анализа иссле-
дованы особенности влияния активности иссле-
дуемых ферментов на интенсивность и кинетику 
респираторного взрыва нейтрофилов. Обнаруже-
но, что у здоровых людей с показателями респи-
раторного взрыва нейтрофилов взаимосвязаны 
только уровни активности NADP-зависимых де-
гидрогеназ. При этом скорость развития спон-
танного и индуцированного респираторного 
взрыва зависит от уровней активности Г6ФДГ 
и NADP-МДГ. Интенсивность синтеза первич-
ных и вторичных АФК нейтрофилами крови здо-
ровых людей находится в прямой зависимости 
от активности NADP-ГДГ и NADP-ИЦДГ. 

У больных со средней степенью тяжести ОДП 
взаимосвязей между уровнями активности фер-
ментов и показателями респираторного взрыва 
нейтрофилов не обнаружено. Можно предполо-
жить, что изменение интенсивности внутрикле-
точных процессов привело к нарушению их ре-
гуляторного влияния на активность и кинетику 
респираторного взрыва.

Значительно изменено регуляторное влия-
ние исследуемых ферментов на респираторный 
взрыв нейтрофилов у больных с тяжелой степе-
нью ОДП. Причем на уровень и кинетику синтеза 
первичных и вторичных АФК влияет активность 
и NAD-, и NADP-зависимых дегидрогеназ. Так, 
уровень спонтанного синтеза супероксид-ради-
кала находится в обратной зависимости от ак-
тивности ГР, тогда как время достижения мак-
симальной активности NADPH-оксидазы также 
находится в обратной зависимости от активности 
аэробной реакции ЛДГ. Активность ГР напря-
мую повышает время достижения максималь-
ной активности NADPH-оксидазы нейтрофилов 
при дополнительной индукции респираторного 
взрыва зимозаном, тогда как NADPH-ГДГ сти-
мулирует индуцированный синтез супероксид-
радикала. Индуцированный синтез вторичных 
АФК нейтрофилами крови у больных с тяжелой 
степенью ОДП зависит от уровней активности 
NADH-ГДГ и NADPH-ГДГ. Следовательно, при 
тяжелой степени ОДП респираторный взрыв 
нейтрофилов крови стимулируется NADH- 
и NADPH-зависимыми реакциями восстано-
вительного аминирования α-кетоглутарата, но 
ингибируется внутриклеточными перекисными 
процессами.

Таким образом, у больных ОДП выявляются 
нарушения в механизмах респираторного взрыва 
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нейтрофилов крови. Независимо от степени тя-
жести заболевания, выявляется снижение спон-
танного и индуцированного синтеза нейтрофи-
лами супероксид-радикала. У больных с тяжелой 
степенью ОДП также нарушена кинетика синтеза 
первичных АФК. У больных со средней степенью 
тяжести повышается уровень синтеза нейтрофи-
лами вторичных АФК, тогда как при тяжелой сте-
пени заболевания наблюдаются нарушения в ки-
нетике синтеза вторичных АФК нейтрофилами, 
находящихся в состоянии относительного покоя, 
и повышение уровня синтеза при дополнитель-
ной индукции зимозаном. Можно предполо-
жить, что недостаточность активности мембран-
ной NADPH-оксидазы нейтрофилов при ОДП 
определяется увеличением активности пищева-
рительных ферментов поджелудочной железы 
в кровотоке. Патологическое воздействие данных 
ферментов более выражено при тяжелой степени 
ОДП, что в последующем и проявляется в нару-
шении синтеза нейтрофилами вторичных АФК. 
Метаболизм нейтрофилов у больных ОДП харак-
теризуется активацией пластических процессов 
(за счет продуктов пентозофосфатного цикла) 
и аэробной энергетики (повышение интенсив-
ности субстратного потока по циклу трикарбо-
новых кислот). Однако у больных со средней 
степенью тяжести нейтрофильный пул NADPH, 
который в том числе может быть использован 
в реакциях NADPH-оксидазы, дополнительно 
поддерживается ферментативными реакциями 
NADP-МДГ и NADP-ГДГ. У больных с тяжелой 
степенью ОДП выявляется активация перекис-
ных процессов, для компенсации которых тре-
буется NADPH (в реакции восстановления глу-

татиона). Состояние энергетических процессов 
в нейтрофилах крови у больных ОДП характери-
зуется отсутствием изменений активности глико-
лиза и увеличением интенсивности субстратного 
потока по циклу трикарбоновых кислот (за счет 
высокой активности NAD-ИЦДГ). При этом 
у больных со средней степенью тяжести заболе-
вания активность аэробных процессов поддер-
живается продуктами аминокислотного обмена 
(через глутаматдегидрогеназы), тогда как при 
тяжелой степени ОДП – продуктами липидного 
катаболизма. С помощью корреляционного ана-
лиза исследована зависимость респираторного 
взрыва нейтрофилов от состояния их метаболиз-
ма. Установлено, что у лиц контрольной груп-
пы интенсивность и кинетика респираторного 
взрыва нейтрофилов зависит только от активно-
сти NADP-зависимых дегидрогеназ. У больных 
со средней степенью тяжести ОДП изменение 
активности внутриклеточных метаболических 
процессов привело к нарушению их регуляторно-
го влияния на состояние респираторного взрыва 
нейтрофилов. У пациентов с тяжелой степенью 
заболевания респираторный взрыв нейтрофилов 
стимулируется реакциями восстановительного 
аминирования α-кетоглутарата, но ингибирует-
ся внутриклеточными перекисными процессами. 
Выявленные механизмы регуляторного влияния 
внутриклеточных метаболических процессов 
на состояние респираторного взрыва нейтро-
филов у больных с различной степенью тяжести 
ОДП характеризуют особенности иммунопатоге-
неза и могут быть использованы при разработке 
новых методов лечения.
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