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ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ И МЕТАБОЛИЧЕСКАЯ 

АКТИВНОСТЬ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ 

ГРАНУЛОЦИТОВ ПРИ ОСТРОМ 

БАКТЕРИАЛЬНОМ РИНОСИНУСИТЕ

О.А. Коленчукова

ФГБУ НИИ медицинских проблем Севера СО РАМН, г. Красноярск, Россия

Резюме. Исследована функциональная и метаболическая активность нейтрофильных гранулоцитов при 

остром бактериальном риносинусите. Сравнительная характеристика показателей хемилюминесценции 

и биолюминесценции нейтрофилов, выделенных из венозной крови и гайморовых пазух, показала снижение 

интенсивности выработки АФК в нейтрофилах, выделенных из очага воспаления, на фоне снижения интен-

сивности пластических и увеличения скорости энергетических процессов относительно аналогичных пока-

зателей клеток крови.
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Введение

Нейтрофильные гранулоциты занимают 

одну из наиболее активных позиций в системе 

гуморально-клеточной кооперации крови. Эти 

клетки составляют первую линию неспецифи-

ческой противомикробной защиты. Они пер-

выми мобилизуются в очаг воспаления, и от их 

фагоцитарной активности зависит элиминация 

возбудителя. Цитопатогенное действие нейтро-

филов связано главным образом с генерацией 

активных форм кислорода (АФК) [3, 5, 17]. На-

рушение функциональной активности следует 

искать не только в циркулирующих клетках, 

но и тканевом пуле, где происходят основные 

реакции фагоцитолиза. Быстрый выход ней-

трофильных гранулоцитов из сосудистого рус-

ла по направлению к очагу воспаления или 

инфицированным тканям является ключевым 

этапом в системе защиты организма от внедре-

ния микроорганизмов [6, 15, 18]. Вместе с тем 

клинических работ, направленных на изучение 

фагоцитов из очага воспаления, немного.

Фагоцитоз является одной из главных си-

стем защиты организма от чужеродных аген-

тов и играет важную роль при бактериальных 

заболеваниях. Одним из первых этапов при 

взаимодействии организма с чужеродным 

объектом являются реакции так называемого 

«неспецифического иммунитета», в частно-

сти «дыхательный взрыв». Под этим термином 

понимают резкое увеличение потребления 

кислорода за счет преобразования его в АФК 

клетками-фагоцитами. Выделение АФК на-

правлено на уничтожение чужеродных объек-

тов, при этом недостаточное образование АФК 

может свидетельствовать о слабости защитных 

сил организма [7, 9, 14, 16]. Таким образом, 

способность нейтрофильных гранулоцитов 

образовывать достаточное количество АФК 

может служить прогностическим признаком 

для оценки дальнейшего хода воспалительно-

го процесса, а ответ на стандартный стимул 

может характеризовать активность защитных 

сил организма.

Существуют различные способы оценки 

образования АФК. Одним из наиболее чув-

ствительных является хемилюминесцентный 

метод, особенно после открытия активаторов 

хемилюминесценции (ХЛ), из которых наи-

более широко используются люминол и люци-

генин. Известно, что существует химическая 

специфичность активаторов: люминол вступа-

ет в реакцию с АФК образуемыми различными 

ферментами, а люцигенин — только с суперок-

сидным анион-радикалом [3, 4, 5, 10, 13].
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Патогенез гнойных воспалений околоносо-

вых пазух сложен, а причины не всегда ясны, что 

вызывает затруднение в их лечении, частые ре-

цидивы и осложнения. В возникновении и раз-

витии бактериального риносинусита наряду 

с особенностями возбудителя, его патогенны-

ми, вирулентными и инвазивными свойствами 

большую роль играют иммунные нарушения 

как системного, так и местного характера и рас-

стройства во взаимодействии различных зве-

ньев иммунной системы [1, 2, 7, 8, 12].

Целью исследования являлась оценка функ-

циональной и метаболической активности 

нейтрофильных гранулоцитов в зависимости 

от индуктора и активатора респираторного 

взрыва при бактериальном риносинусите.

Материалы и методы 
Объектами исследования являлись больные 

острым бактериальным риносинуситом (ОБРС, 

n = 31) в возрасте от 25 до 45 лет. Тяжесть забо-

левания оценивалась с учетом выраженности 

клинических симптомов. Контрольную группу 

составили практически здоровые люди (n = 87) 

аналогичного возрастного диапазона.

Функциональную активность нейтрофиль-

ных гранулоцитов оценивали с помощью хеми-

люминесцентного метода по методу De Sole P. et 

al. (1983). Из венозной крови и гайморовых па-

зух обследуемого пациента выделяли нейтро-

фильные гранулоциты. Для этого к 5 мл кро-

ви с гепарином добавляли 1 мл полиглюкина 

и инкубировали в течение 30 мин при 37°С для 

ускорения осаждения эритроцитов. Надо-

садочную жидкость наслаивали на двойной 

градиент плотности фиколл-верографин (ρ = 

1,077 для выделения популяции лимфоцитов; 

ρ = 1,199 для выделения популяции нейтро-

фильных гранулоцитов) и центрифугировали 

при 400g в течение 45 мин. При контроле мор-

фологического состава лейкоцитарных взвесей 

определяют чистоту выхода нейтрофильных 

гранулоцитов, которая составляла 97%. Полу-

ченную суспензию нейтрофильных грануло-

цитов дважды отмывали в растворе Хенкса без 

фенолового красного по 10 мин при 400g. Супер-

натант сливали, оставшиеся нейтрофильные 

гранулоциты разводили в 1 мл раствора Хенкса 

и получали взвесь. Подсчитывали количество 

нейтрофильных гранулоцитов в камере Го-

ряева. Для хемилюминесцентного анализа ис-

пользовали 2 × 106 клеток. Измеряли величину 

спонтанной хемилюминесценции (СХЛ) ней-

трофилов, которая характеризует базальный 

уровень активации этих клеток. Для определе-

ния резервных возможностей активации ней-

трофилов осуществляли стимуляцию кисло-

родного метаболизма посредством добавления 

к ним опсонизированного зимозана. В каче-

стве усилителей люминесценции использова-

ли люминол и люцигенин. Оценка спонтанной 

и индуцированной хемилюминесценции осу-

ществлялась в течение 90 мин на 36-канальном 

хемилюминесцентном анализаторе «CL3604» 

(Россия). Определяли следующие характе-

ристики: время выхода на максимум (Тmax), 

максимальное значение интенсивности (Imax), 

площадь кривой (S2). Усиление ХЛ, индуци-

рованной зимозаном, оценивали отношением 

площади индуцированной ХЛ к площади спон-

танной ХЛ и определяли как индекс активации 

(ИА). Регистрация результатов и управление 

хемилюминесцентным анализатором осущест-

влялась через компьютер.

Определение активности НАД(Ф)-зависимых 

дегидрогеназ в нейтрофилах крови и отделяе-

мого гайморовых пазух проводили биолюми-

несцентным методом [6, 11]. Данным методом 

определялась активность следующих фермен-

тов: глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ), 

глицерол-3-фосфатдегидрогеназы (Г3ФДГ), 

малик-фермента (НАДФМДГ), НАД- и НАДН-

зависимой реакции лактатдегидрогеназы (ЛДГ 

и НАДН-ЛДГ), НАД- и НАДН-зависимой ре-

акции малатдегидрогеназы (МДГ и НАДН-

МДГ), НАДФ- и НАДФН-зависимой глутамат-

дегидрогеназы (НАДФГДГ и НАДФН-ГДГ), 

НАД- и НАДН-зависимой глутаматдегидроге-

назы (НАДГДГ и НАДН-ГДГ), НАД- и НАДФ-

зависимых изоцитратдегидрогеназ (НАДИЦДГ 

и НАДФИЦДГ соответственно) и глутатионре-

дуктазы (ГР). Активность дегидрогеназ в лимфо-

цитах крови выражали в ферментативных еди-

ницах (1 Е = 1 мкмоль/мин [11]) на 104 клеток.

Для всех полученных данных определяли 

медиану и 25 и 75 перцентили. Проверку гипо-

тезы о статистической достоверности исследуе-

мых параметров проводили с помощью крите-

рия Манна–Уитни. Статистическую обработку 

результатов осуществляли с помощью пакета 

прикладных программ Statistica 6.0 (StatSoft, 

Inc.).

Результаты
При исследовании функциональной актив-

ности нейтрофильных гранулоцитов у боль-

ных острым бактериальным риносинуситом 

были выявлены существенные различия между 

показателями хемилюминесценции клеток, 

выделенных из периферической крови, отно-

сительно отделяемого гайморовых пазух. Об-

наружено значительное снижение функцио-

нальной активности нейтрофилов, выделенных 

из очага воспаления, относительно клеток кро-

ви при спонтанной и зимозан-индуцированной 

люминол-зависимой хемилюминесцентной ре-

акции (табл. 1). Функциональная активность 

нейтрофильных гранулоцитов крови в группе 

больных ОБРС достоверно увеличена относи-

тельно клеток крови здоровых лиц.
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При исследовании функциональной актив-

ности нейтрофильных гранулоцитов, выделен-

ных из периферической крови, у больных ОБРС 

с помощью люцигенин-зависимой хемилюми-

несценции было обнаружено снижение времени 

выхода на максимум в спонтанном и зимозан-

индуцированном процессе относительно груп-

пы контроля (табл. 2). В группе больных ОБРС 

значительно снижена функциональная актив-

ность нейтрофильных гранулоцитов, выделен-

ных из гайморовых пазух, относительно пока-

зателей клеток, полученных из венозной крови. 

Так, снижена площадь под кривой в спонтан-

ной и зимозан-индуцированной хемилюминес-

ценции.

При сравнительном анализе показателей 

активности НАД(Ф)-зависимых дегидроге-

наз в нейтрофильных гранулоцитах, выделен-

ных из периферической крови, в группе боль-

ных ОБРС наблюдалось снижение активности 

Г6ФДГ относительно показателей группы кон-

троля (рис. 1). Снижение активности Г6ФДГ, 

отражает интенсивность окислительных реак-

ций пентозофосфатного цикла и, соответствен-

но, наработки НАДФН и рибозо-5-фосфата, 

использующихся для макромолекулярного 

синтеза в нейтрофилах крови и отделяемого 

гайморовых пазух в группе больных ОБРС. Пен-

тозофосфатный путь конкурирует с гликолизом 

за окисляемый субстрат: при сниженном оттоке 

глюкозо-6-фосфата в пентозофосфатный цикл, 

уровень реакций гликолиза будет повышен 

следствием чего будет являться интенсифика-

ция энергетических процессов. Активность 

таких ферментов как МДГ, малик-фермент 

и НАДГДГ в нейтрофильных гранулоцитах, 

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ ЛЮМИНОЛ-ЗАВИСИМОЙ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ 

ГРАНУЛОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ ОБРС, Ме (С25–С75)

Показатели Контроль, n = 87
ОБРС

Венозная кровь, n = 31

ОБРС

Смывы, n = 31

Хемилюминесценция спонтанная

Tmax (с) 2718,00 (166,00–4991,01) 1296,00 (401,02–2815,20) 1061,00 (600,05–1563,12)

Imax × 103 (о.е.) 5,68 (1,23–15,89)
24,40 (3,98–40,12)

P1 < 0,001
12,62(0,42–15,01)

P2 = 0,004

Smax × 103 (о.е.) 228,0 (76,5–652,0)
2906,81 (155,13–4231,02)

P1 < 0,001
379,33 (20,52–512,23)

P2 < 0,001

Хемилюминесценция, индуцированная зимозаном

Tmax (с) 2056,00 (1023,00–3521,00) 1251,20 (510,50–1686,00) 1536,00 (723,00–2412,05)

Imax × 103 (о.е.) 12,87 (5,21–43,12)
37,82 (10,54–60,12) 

P1 < 0,001
21,33 (1,02–35,21) 

P2 = 0,019

Smax × 103 (о.е.) 453,01 (125,00–952,00)
4072,91 (401,23–5123,05) 

P1 < 0,001
823,71 (35,14–1223,02) 

P2 < 0,001

ИА 2,07 (1,05–4,02) 2,8 (0,81–3,00) 3,84 (0,98–6,01)

ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ ЛЮЦИГЕНИН-ЗАВИСИМОЙ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ 

ГРАНУЛОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ ОБРС, Ме (С25–С75)

Показатели Контроль, n = 87
ОБРС

Венозная кровь, n = 31

ОБРС

Смывы, n = 31

Хемилюминесценция спонтанная

Tmax (с) 2781,60 (1908,50–4212,20)
2200,23 (1187,04–3360,02)

P1 < 0,001
1850,21 (1258,31–21123,51)

Imax × 103 (о.е.) 10,9 (2,50–14,10) 11,92 (2,15–15,63) 9,31 (0,10–6,54)

Smax × 103 (о.е.) 441,61 (85,23–610,30) 867,92 (212,03–1002,12)
340,00 (16,02–170,25)

P2 = 0,006

Хемилюминесценция, индуцированная зимозаном

Tmax (с) 2227,50 (1410,10–2913,50)
2017,02 (1202,10–2863,15)

P1 = 0,005
2032,01 (1210,05–3285,04)

Imax × 103 (о.е.) 22,90 (6,25–31,10) 17,21 (3,85–30,25) 17,60 (0,31–21,01)

Smax × 103 (о.е.) 726,69 (213,00–912,10) 1443,52 (401,03–1920,52)
523,52 (20,01–712,20)

P2 = 0,013

ИА 3,20 (1,00–3,89) 4,00 (0,75–3,85) 2,58 (0,74–4,88)
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выделенных из гайморовых пазух, достовер-

но выше по сравнению с показателями клеток 

крови в группе больных. НАДН-МДГ устраня-

ет избыточное образование оксалоацетата, спо-

собного ингибировать цикл Кребса. Субстрат-

ное наполнение реакций цикла продуктами 

аминокислотного обмена снижено, о чем сви-

детельствует ингибирование НАДГДГ. Уровень 

активности ферментов Г6ФДГ и НАДФН-ГДГ 

в нейтрофильных гранулоцитах, выделенных 

из гайморовых пазух и венозной крови, в группе 

больных достоверно снижен относительно кон-

троля. Активность НАДН-МДГ, в нейтрофи-

лах, выделенных из венозной крови, напротив, 

была достоверно увеличена у больных ОБРС 

относительно контрольной группы. Обратная 

ситуация наблюдалась в нейтрофилах, выде-

ленных из гайморовых пазух: так, происходит 

увеличение активности фермента НАДГДГ, 

поставляющего продукты аминокислотного 

обмена в цикл Кребса, и малик-фермента, в ре-

зультате реакции которого образуется пируват, 

поступающий в цикл трикарбоновых кислот, 

и НАДФН, необходимый для синтеза липидов, 

а также снижение НАДН-МДГ, что характери-

зует снижение скорости аминокислотного ка-

таболизма. При этом обнаружено повышение 

МДГ, что может свидетельствовать об интенси-

фикации реакций цикла трикарбоновых кис-

лот, являющегося конечным путем окисления 

углеводов, белков и липидов и поставляющего 

водородные эквиваленты в дыхательную цепь. 

Вместе с тем, наблюдается снижение оттока 

α-кетоглутората на аминокислотный синтез, 

за счет ингибирования НАДФН-ГДГ и сниже-

ние субстратного наполнения реакций цикла 

трикарбоновых кислот продуктами аминокис-

лотного катаболизма.

Обсуждение
Таким образом, сравнительная характе-

ристика функциональной и метаболической 

активности нейтрофилов, выделенных из ве-

нозной крови и гайморовых пазух, показа-

ла снижение интенсивности выработки АФК 

в нейтрофилах, выделенных из очага воспале-

ния, на фоне снижения интенсивности пла-

стических и увеличения скорости энергети-

ческих процессов относительно аналогичных 

показателей клеток крови. В результате можно 

заметить угнетение фагоцитарной активности 

нейтрофилов, нарушение процессов захвата 

и киллинга бактерий, что может быть обуслов-

лено повышенной и длительной антигенной 

нагрузкой, которая привела к перегрузке ем-

кости фагоцитарно-макрофагальной системы. 

Снижение бактерицидности нейтрофилов при 

снижении их окислительного метаболизма до-

вольно часто наблюдается при бактериальной 

инфекции и может быть объяснено избыточной 

продукцией оксидантов гиперстимулирован-

ными фагоцитами, что повышает уровень вну-

триклеточных аутоокислительных процессов, 

приводя к подавлению активности клеток.

Рисунок. Показатели метаболической активности нейтрофильных гранулоцитов в группе больных ОБРС

Примечание: 1 — контрольная группа (венозная кровь); 2 — больных ОБРС (венозная кровь); 3 — больные ОБРС (смывы 
гайморовых пазух).
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