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ХАРАКТЕРИСТИКА НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У БОЛЬНЫХ МЕХАНИЧЕСКОЙ 
ЖЕЛТУХОЙ, ОБУСЛОВЛЕННОЙ ХОЛАНГИОКАРЦИНОМОЙ
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Резюме. Механическая желтуха, обусловленная холангиокарциномой, занимает особое место в 
структуре заболеваемости злокачественными новообразованиями и хирургической патологии в Рос-
сии. Участие неспецифического звена иммунитета и роль нейтрофилов в канцерогенезе в настоящее 
время оцениваются неоднозначно. Целью настоящего исследования явилось изучение функциональ-
ной активности нейтрофильных гранулоцитов периферической крови и его фенотипа при механи-
ческой желтухе, обусловленной холангиокарциномой. В исследование были включены 56 больных с 
механической желтухой, обусловленной холангиокарциномой (Т2-3N0-1M0 стадий (II-III клинические 
стадии) и 90 практически здоровых добровольцев аналогичного возраста. Нейтрофильные грануло-
циты выделяли в двойном градиенте плотности фиколл-урографина из венозной крови, которая заби-
ралась у пациентов утром натощак из локтевой вены в вакутейнеры с гепарином при поступлении на 
стационарное лечение до операции. Спонтанную цитокиновую продукцию (IL-8, IFNα) определяли 
иммуноферментным анализом с использованием наборов АО «Вектор-Бест». Для оценки фагоцитар-
ной активности нейтрофильных гранулоцитов рассчитывали фагоцитарный индекс (по Гамбургеру), 
фагоцитарное число (по Райту) и индекс завершенности фагоцитоза (по Рудик, 2006). Иммунофено-
типирование нейтрофильных гранулоцитов с использованием моноклональных антител к CD11b+, 
CD16+, CD95+ осуществлялось с помощью проточного цитометра FC500 (Beckman Coulter, США).

Статистический анализ полученных результатов проводили с использованием программы Statistica 
v. 12.0 (StatSoft Inc., США). Для оценки различий в группах использовались непараметрические кри-
терии Краскела–Уоллиса (для трех и более групп сравнения) и Манна–Уитни (для попарного сравне-
ния). Сравнение групп по качественному бинарному признаку проводилось с помощью двусторонне-
го точного критерия Фишера. Данные представлены в виде медианы (25 квартиль-75 квартиль). 

Изучение функциональной активности нейтрофильных гранулоцитов периферической крови у 
больных механической желтухой, обусловленной холангиокарциномой, выявило увеличение их отно-
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сительного и абсолютного количества, увеличение фагоцитарного индекса и снижение фагоцитарно-
го числа нейтрофильных гранулоцитов, увеличение экспрессии CD11b+, CD16+, CD95+ – иммуноло-
гических маркеров. Изменение секреторной активности нейтрофилов характеризовалось снижением 
продукции цитокинов (IL-2, IFNα). Увеличение функциональной активности нейтрофильных гра-
нулоцитов со снижением их продукции цитокинов позволяет предположить, что при механической 
желтухе, обусловленной холангиокарциномой, на клинических стадиях Т2-3N0-1M0 обнаруживается 
стадия равновесия между клетками иммунной системы и злокачественной опухолью.

Ключевые слова: механическая желтуха, нейтрофильные гранулоциты, холангиокарцинома

CHARACTERISTICS OF NEUTROPHILIC GRANULOCYTES 
OF PERIPHERAL BLOOD IN PATIENTS WITH MECHANICAL 
JAUNDICE CAUSED BY CHOLANGIOCARCINOMA
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Abstract. Obstructive jaundice caused by cholangiocarcinoma takes a special place among malignant 
disorders and surgical pathology in Russia. Involvement of nonspecific immunity and the role of neutrophils in 
carcinogenesis are ambiguously evaluated. The aim of this study was to study functional activity of peripheral 
blood neutrophilic granulocytes and their phenotype in obstructive jaundice caused by cholangiocarcinoma. 
The study included 56 patients with obstructive jaundice associated with cholangiocarcinoma at the 
T2- 3N0- 1M0 stage (clinical stages II-III), and 90 apparently healthy volunteers of similar age group. Neutrophilic 
granulocytes were isolated from peripheral blood by means of double-density Ficoll-Urografin gradient. 
Venous blood was collected in patients into vacutainers with heparin upon admission to the hospital, before 
the surgery was performed. Spontaneous cytokine production (IL-8, IFNα) was determined by enzyme-
linked immunosorbent assay using Vector-Best diagnostic kits. To assess phagocytic activity of neutrophilic 
granulocytes, the phagocytic index (according to Hamburger), number of phagocytes (according to Wright) 
and the index of completed phagocytosis (according to Rudik, 2006) were calculated. Immunophenotyping 
of neutrophilic granulocytes was carried out using an FC500 flow cytometer (Beckman Coulter, USA) with 
monoclonal antibodies to CD11b+, CD16+, CD95+. The results were statistically analyzed using the Statistica 
v.12.0 software (StatSoft Inc., USA). To assess intergroup differences, the nonparametric Kruskal-Wallis 
tests (for three or more comparison groups) and Mann-Whitney tests (for pairwise comparison) were used. 
Comparison of groups for a qualitative binary trait was carried out using the two-sided Fisher’s exact test. Data 
are presented as Median (25 quartile-75 quartile).

The study of the functional activity of peripheral blood neutrophiles in obstructive jaundice patients caused 
by cholangiocarcinoma revealed an increase in their relative and absolute number, increased phagocytic index 
and decreased phagocytic number of neutrophilic granulocytes, increased expression of CD11b+, CD16+, 
CD95+ immunological markers. The changes in neutrophil secretory activity were characterized by a decrease 
in cytokine production (IL-2, IFNα). An increase in functional activity of neutrophilic granulocytes, along with 
a decrease in their cytokine production suggests that, in obstructive jaundice observed in cholangiocarcinoma 
at clinical stage T2-3N0-1M0, an equilibrium stage is revealed between the cells of immune system and malignant 
tumor.

Keywords: obstructive jaundice, neutrophilic granulocytes, cholangiocarcinoma



91
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Введение
Механическая желтуха (МЖ), обусловленная 

холангиокарциномой, занимает особое место 
в структуре заболеваемости злокачественными 
новообразованиями и хирургической патологии 
в России [4, 19, 22, 23]. Развитие осложнения в 
виде МЖ свидетельствует о прогрессировании 
холангиокарциномы, способствуя повышению 
смертности в данной группе больных [2, 6, 11, 
24]. Участие неспецифического звена иммуни-
тета и роль нейтрофилов в канцерогенезе в на-
стоящее время оцениваются неоднозначно [7, 9, 
21]. Имеются данные о проопухолевом действии 
нейтрофильных гранулоцитов при злокачествен-
ной опухолевой прогрессии в виде активации 
неоангиогенеза, инвазии опухолевых клеток, 
индукции Т-клеточной иммуносупрессии [1, 20, 
25, 26]. Одновременно нейтрофилы являются 
эффекторными противоопухолевыми клетками. 
Цитотоксическое действие гранул нейтрофилов 
способствует уничтожению опухоли [3, 10, 27, 28, 
29]. Продуцируемые нейтрофилами цитокины 
активируют другие эффекторные клетки. В на-
стоящее время выделяют две популяции опухо-
леассоциированных нейтрофилов с противоопу-
холевой (N1) и проопухолевой активностью (N2). 
Микроокружение опухоли влияет на фенотип 
опухолеассоциированных нейтрофильных гра-
нулоцитов, при этом конечный вариант зависит 
от вида опухоли, ее локализации и стадии [5, 8, 
12, 30, 31].

Целью настоящего исследования явилось изу-
чение функциональной активности нейтрофиль-
ных гранулоцитов периферической крови и его 
фенотипа при МЖ, обусловленной холангиокар-
циномой.

Материалы и методы
В исследование были включены 56 больных 

с МЖ, обусловленной холангиокарциномой 
(Т2- 3N0-1M0 стадий (II-III клинические стадии). 
Возраст обследованных больных был от 45 до 73 
лет, средний возраст составил 57,3±5,03 лет. Все 
больные МЖ получали комплексное лечение, 
включающее хирургическую коррекцию МЖ в 
виде декомпрессии желчных протоков с даль-
нейшим назначением стандартной полихимио-
терапии, операции и/или химиолучевой терапии 
или сочетанной лучевой терапии. В качестве кон-
трольной группы были 90 практически здоровых 
добровольцев аналогичного возраста.

Объектом исследования была венозная кровь, 
которая забиралась у пациентов утром натощак 
из локтевой вены в вакутейнеры с гепарином при 
поступлении на стационарное лечение до опе-
рации. Нейтрофильные гранулоциты выделяли 

в двойном градиенте плотности фиколл-урогра-
фина (p = 1,117 и 1,077 г/мл). Суспензию из ней-
трофилов отмывали физиологическим раство-
ром трижды. Чистота фракции нейтрофильных 
гранулоцитов составила 94-95%. Спонтанную 
цитокиновую продукцию (IL-8, IFNα) опреде-
ляли иммуноферментным анализом с использо-
ванием наборов АО «Вектор-Бест». Для оценки 
фагоцитарной активности нейтрофильных гра-
нулоцитов рассчитывали фагоцитарный индекс 
(по Гамбургеру), фагоцитарное число (по Райту) 
и индекс завершенности фагоцитоза (по Рудик, 
2006). Иммунофенотипирование нейтрофиль-
ных гранулоцитов с использованием монокло-
нальных антител к CD11b+, CD16+, CD95+ осу-
ществлялось с помощью проточного цитометра 
FC500 (Beckman Coulter, США).

Статистический анализ полученных резуль-
татов проводили с использованием программы 
Statistica v. 12.0 (StatSoft Inc., США). Для оцен-
ки различий в группах использовались непара-
метрические критерии Краскела–Уоллиса (для 
трех и более групп сравнения) и Манна–Уитни 
(для попарного сравнения). Сравнение групп 
по качественному бинарному признаку прово-
дилось с помощью двустороннего точного кри-
терия Фишера. Данные представлены в виде 
Ме (Q0,25-Q0,75). 

Результаты
Выявлено увеличение относительного и абсо-

лютного количества нейтрофильных гранулоци-
тов в периферической крови больных МЖ, обу-
словленной холангиокарциномой, относительно 
контрольной группы (таблица 1). Имеются дан-
ные, что прогрессирование злокачественного ро-
ста ассоциировано с нейтрофилезом перифериче-
ской крови вследствие опухолеиндуцированного 
гранулоцитопоэза, который осуществляет проти-
воопухолевый механизм воспалительного про-
цесса при раке. Три типа антимикробных эффек-
торных гранул (азурофильные, желатиназные и 
секреторные), при активации клетки выбрасыва-
ются во внеклеточное пространство для создания 
внеклеточных нейтрофильных ловушек, либо в 
фаголизосому, осуществляя цитотоксичное дей-
ствие в отношении клеток опухоли. Везикулы 
нейтрофилов осуществляют с одной стороны 
цитолитическое действие, с другой – оказывают 
влияние на функцию собственно нейтрофилов и 
других эффекторных клеток. 

У пациентов основной группы обнаружива-
лось увеличение фагоцитарного индекса и сни-
жение фагоцитарного числа нейтрофильных гра-
нулоцитов относительно контрольной группы. 
Увеличение числа нейтрофилов, участвующих в 
фагоцитозе, может свидетельствовать о нормаль-
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ном киллинге патогенов, а при избыточном об-
разовании активных радикалов о повреждении 
иммунных клеток и окружающих тканей. Аль-
тернативой фагоцитозу является участие нейтро-
филов в нейтрофильных внеклеточных ловушках 
(NET), которые выбрасываются во внеклеточное 
пространство нейтрофилами после активации. 
По данным Brinkmann и соавт. (2004), в составе 
NET имеются ДНК, гистоны, белки, ферменты 
везикул нейтрофилов. С помощью NET нейтро-
фильные гранулоциты способны ограничить па-
тологический объект и его уничтожить. Имеется 
мнение, что создание NET нейтрофилами отно-
сится к механизмам врожденного иммунитета, 
благодаря которому осуществляется основная 
защита организма нейтрофилами от инфекцион-
ных микроорганизмов. У пациентов, страдающих 
злокачественными заболеваниями, отмечается 
проопухолевый механизм NET.

Обсуждение
Существуют различные популяции нейтро-

фильных гранулоцитов с различными возмож-
ностями. Под действием цитокинов нейтрофилы 
активируются и дифференцируются, экспресси-
руя на поверхности различные CD-рецепторы. 
Соответствующий набор CD-маркеров отража-
ет активационные и эффекторные особенности 

данных клеток. Поверхностные рецепторы запу-
скают в нейтрофилах внутриклеточные каскад-
ные реакции, активируют процессы создания 
активных радикалов, создание NET, фагоцитоз, 
адгезию, продукцию цитокинов. У больных МЖ, 
обусловленной холангиокарциномой, в ней-
трофилах выявлялось увеличение экспрессии 
CD11b+ относительно контрольной группы. Мар-
кер CD11b+ является адгезионным рецептором и 
рецептором комплемента, взаимодействующим 
с компонентом С3 комплемента. Активация 
CD11b+ в нейтрофильных гранулоцитов усили-
вает их цитотоксичность при иммунологиче-
ском ответе. Отмечалось увеличение экспрессии 
CD16+ у больных МЖ, обусловленной холангио-
карциномой относительно контрольной группы, 
что, вероятно, указывает на увеличение их функ-
циональной активности из-за гипербилируби-
немии, хронического воспалительного процесса 
и наличия опухолевого фактора. CD95+ – по-
казатель апоптоза клеток. Отмечалось увеличе-
ние экспрессии CD95+ нейтрофилами у больных 
МЖ, обусловленной холангиокарциномой, от-
носительно контрольной группы. Длительная 
и интенсивная интоксикация организма из-за 
увеличения содержания билирубина в перифе-
рической крови, наличие патогенов увеличивают 
фагоцитарную активность микрофагов, повыша-

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА НЕЙТРОФИЛОВ У БОЛЬНЫХ МЖ, ОБУСЛОВЛЕННОЙ ХОЛАНГИОКАРЦИНОМОЙ 
ОТНОСИТЕЛЬНО КОНТРОЛЬНОЙ ГРУППЫ, Ме (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. CHARACTERISTICS OF NEUTROPHILS IN PATIENTS WITH OBSTRUCTIVE JAUNDICE DUE TO 
CHOLANGIOCARCINOMA IN RELATION TO CONTROL GROUP, Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатели
Indicators

Контрольная группа
Control group

Больные МЖ
Patients with obstructive 

jaundice

p, критерий Манна–
Уитни

p, Mann–Whitney test
Нейтрофилы, %
Neutrophils, %

54,3
(43,8-61,3)

66,2
(48,2-72,1) p = 0,032

Нейтрофилы, × 109

Neutrophils, × 109
3,5

(3,1-3,9)
7,1

(6,0-8,1) p = 0,02

ФИ, %
Phagocytic index, %

40,2
(34,4-47,2)

51,3
(45,2-55,8) p = 0,043

ФЧ, ед.
Phagocytic number, unit

3,2
(2,5-3,8)

1,5
(1,2-1,6) p = 0,03

CD11b+, % 28,4
(25,2-32,1)

39,3
(35,1-42,4) p = 0,02

CD16+, % 49,1
(47,3-51,2)

55,2
(48,3-56,1) p = 0,045

CD95+, % 18,3
(16,1-21,4)

68,3
(49,2-73,6) p < 0,001

IL-8, пг/мл 
IL-8, pg/ml

57,2
(53,1-61,2)

26,2
(18,9-31,2) p < 0,001

IFNαα, ед/мл
IFNα, unit/ml

7,1
(6,4-7,3)

3,6
(2,9-4,2) p < 0,001
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ют активность микробицидных компонентов их 
гранул. 

Нейтрофилы осуществляют продукцию ци-
токинов. У больных МЖ, обусловленной холан-
гиокарциномой, отмечалось снижение содер-
жания IL-8 и IFNα относительно практически 
здоровых добровольцев. Уменьшение содержа-
ния IL-8 снижает хемотаксис нейтрофилов, вы-
брос лизосомальных ферментов, дегрануляцию и 
«дыхательный взрыв», уменьшает сродство ней-
трофилов к эндотелиальным клеткам, выход лей-
котриенов В4 из клеток. Снижение содержания 
IFNα уменьшает антивирусную и противоопухо-
левую активность, снижает иммунную цитоток-
сичность. 

Изменения в иммунитете при злокачествен-
ных опухолях [13, 16, 18] сопровождаются изме-
нениями метаболического статуса клеток иммун-
ной системы [14, 15] и нарушениями в системе 
ПОЛ-АОЗ [17].

Заключение
Результаты проведенного исследования пред-

полагают влияние механической желтухи и са-
мой опухоли – холангиокарциномы на нейтро-
фильные гранулоциты периферической крови. 
Имеется теория иммуноредактирования, которая 
оценивает взаимодействие иммунной системы и 
злокачественной опухоли в три стадии – элими-
нации, равновесия и избегания. На стадии эли-
минации опухолевые цитокины и факторы роста 
изменяют морфологические и функциональные 
характеристики нейтрофилов. Увеличивается 

секреторная активность клеток, образование 
активных форм кислорода, повышается экс-
прессия рецепторов на поверхности клеток как 
результат влияния опухоли на нейтрофильные 
гранулоциты. Для стадии равновесия характерно 
наличие морфологических изменений в клетках 
(увеличение размеров клетки, их адгезионной 
способности) при повышенной функциональ-
ной активности. На стадии избегания снижает-
ся функциональная активность нейтрофильных 
гранулоцитов, уменьшается спонтанная и инду-
цированная продукция активных форм кислоро-
да, противоопухолевая активность клеток заме-
няется на проопухолевую.

Таким образом, изучение функциональной 
активности нейтрофильных гранулоцитов пери-
ферической крови у больных МЖ, обусловлен-
ной холангиокарциномой, выявило увеличение 
их относительного и абсолютного количества, 
увеличение фагоцитарного индекса и снижение 
фагоцитарного числа нейтрофильных грануло-
цитов, увеличение экспрессии CD11b+, CD16+, 
CD95+ – иммунологических маркеров. Измене-
ние секреторной активности нейтрофилов ха-
рактеризовалось снижением продукции цитоки-
нов (IL-2, IFNα). Увеличение функциональной 
активности нейтрофильных гранулоцитов со 
снижением их продукции цитокинов позволя-
ет предположить, что при МЖ, обусловленной 
холангиокарциномой, на клинических стади-
ях Т2-3N0-1M0 имеется стадия равновесия между 
клетками иммунной системы и злокачественной 
опухолью.
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