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Для оценки функциональной активности нейтрофилов применяли хемилюминесцент
ный метод с последовательной двойной стимуляцией растворимыми стимулами с раз
ным механизмом действия — форбол- 12-мирисТат-13-ацетатом (ФМА) и формил-ме- 
тионил-лейцил-фенилаланииом (фМ ЛФ). В исследовании приняли участие 26 пациен
тов на пероральной сахароснижающей терапии, у которых кроме функциональной ак
тивности нейтрофилов определяли уровень ТЕК-активных продуктов, маркеры воспа
ления, показатели гемокоагуляции и биохимические показатели. Результаты показа
ли в основном снижение активности гранулоцитарного звена иммунной системы у об
следованных пациентов.
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В литературе имеются противоречивые данные 
о функциональной активности нейтрофилов при 
сахарном диабете (СД). Считают, что активность 
НАДФН-оксидазы повышена в эндотелиальных 
клетках [6] и в иммунных клетках —  моноцитах 
[8], а нейтрофилы находятся в состоянии прай- 
минга [11] и продуцируют повышенное количест
во пероксида водорода [5]. Однако есть указания 
и на то, что активность нейтрофилов снижена 
как при инсулиннезависимом СД 2-го типа [10], 
так и при СД 1-го типа у детей [1].

Существуют методы, позволяющие оценить 
функциональную активность нейтрофилов [2,7,9], 
в частности, НСТ-тест в разных вариантах [4], 
Они относительно просты в исполнении, но не 
дают возможность оценить динамику синтеза сво
бодных радикалов клетками и требуют выделе
ния чистой популяции фагоцитов.
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Хемилюминесцентный (ХЛ) метод отличает
ся простотой, доступностью, информативностью 
и чувствительностью, широко используется для 
определения радикалпродуцирующей активно
сти клеток. На кафедре медицинской биофизи
ки УГУ им. М.В.Ломоносова был разработан но
вый подход к оценке функциональной активнос
ти нейтрофилов в цельной крови, основанный на 
регистрации развития во времени свечения ней
трофилов, стимулированных последовательно 
двумя веществами с разным механизмом дей
ствия [3]. На первом этапе нейтрофилы стимули
ровали форбол-12-миристат-13-ацетатом (ФМА) 
с внутриклеточным механизмом действия, на вто
ром этапе проводили основную стимуляцию фор- 
мил-метионил-лейцил-фенилаланином (фМЛФ) с 
внеклеточным механизмом действия. Двойная 
стимуляция приводит к максимально полному 
ответу нейтрофилов, следовательно, к улучше
нию чувствительности и точности получаемых 
результатов. Анализ всей кинетической кривой
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позволяет значительно повысить информатив
ность метода.

Цель данной работы —  оценить функциональ
ную активность нейтрофилов ХЛ-методом с двой
ной стимуляцией у пациентов с СД 2-го типа,

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
В исследовании участвовали 26 пациентов с СД 
2-го типа, которые находились на пероральной 
сахароснижающей терапии. Средний возраст па
циентов —  60.8+7.0 лет, средний стаж диабета —  
5.4±3.6 года. Пациенты прошли комплексное кли
нико-лабораторное обследование (липидный об
мен, гликемический контроль, гемокоагуляция, 
показатели хронического воспаления и окисли
тельного стресса —  ТБК-реактивные продукты). 
Критерии включения в исследование: возраст 
старше 18 лет, СД 2-го типа, гликемия натощак 
6-10 ммоль/л, гликированный гемоглобин <10%; 
АлАТ, АсАТ, щелочная фосфатаза не превышают 
верхнюю границу нормы более чем в 2 раза. Кри
терии исключения: печеночная и/или почечная 
недостаточность, тяжелая сердечная недостаточ
ность, прием эстрогенов или пероральных кон
трацептивов, алкогольная или наркотическая за
висимость, злокачественные новообразования, 
выявленные менее чем 5 лет назад, хрипы в лег
ких, беременность и период лактации. Все пациен
ты подписали информированное согласие на доб
ровольное участие в исследовании, предваритель
но ознакомившись с его условиями и целями.

Ранее с помощью разработанной методики 
были обследованы 87 практически здоровых доб
ровольцев (средний возраст 32.4±11 лет), кото
рые составили контрольную группу.

ХЛ-анализ проводили на 12-кюветном хеми- 
люминометре “Lum12” (“ДИСофт”). Использова

ли люминол, KH2P04 (“Sigma”), раствор Хенкса с 
глюкозой без красителя (Институт полиомиели
та и вирусных энцефалитов им. М.П.Чумакова), 
стабилизированный 2 мМ HEPES; фМЛФ, ФМА 
(“Sigma”).

В кювету, содержащую раствор Хенкса и лю
минол в конечной концентрации 45 мкМ, помеща
ли цельную кровь, собранную в вакутейнеры с ге
парином, в конечной концентрации 4.5% (45 мкл 
на 1 мл раствора в кювете) и регистрировали 
спонтанную ХЛ в течение 12 мин, затем вносили 
ФМА (конечная концентрация в кювете 50 нг/мл). 
После 20 мин инкубации проводили стимуляцию 
фМЛФ (конечная концентрация 10 мкМ) и реги
стрировали индуцированный ХЛ-ответ в течение 
не менее 60 мин.

У пациентов с СД 2-го типа изучали аналити
ческие показатели —  среднюю активность ней
трофила и коэффициент затухания, полученные 
данные сравнивали с таковыми в контрольной 
группе.

Полученные данные статистически обраба
тывали в программе “Statistica” (“StatSoft”).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Для 24 пациентов получили кривые ХЛ, анало
гичные по форме кривым для практически здо
ровых людей (рисунок). Для двух пациентов бы
ли получены кривые с “медленной” вспышкой 
(рисунок, а).

Кривая развития ХЛ нейтрофилов состоит из 
трех частей: спонтанная ХЛ, ХЛ после предсти- 
муляции ФМА, ХЛ после основной стимуляции 
фМЛФ. Из нее можно рассчитать амплитуду спон
танной ХЛ —  Асп (интенсивность ХЛ на 10-й мину
те развития свечения), амплитуду ФМА-стиму- 
лированной ХЛ —  Афт (интенсивность ХЛ через

Типичная кривая развития ХЛ при 
двойной стимуляции нейтрофилов у 
большинства пациентов с СД 2-го типа 
и практически здоровых людей.
1 — спонтанная ХЛ, 2 — пред стимуля
ция ФМА, 3 — основная стимуляция 
фМЛФ. Стрелками обозначены момен
ты добавления стимулов, а — ХЛ-кри- 
вая с “медленной” вспышкой, получен
ная для образца крови пациента с СД.

Основная
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20 мин после добавления ФМА), амплитуду вспыш
ки фМЛФ-индуцированной ХЛ —  /41 (интенсив
ность в максимуме пика) и интенсивность ХЛ на 
спаде быстрой вспышки (Аг), измеренную через 
23 мин после пика быстрой вспышки. В некото
рых случаях на хемилюминограмме регистриро
вали дополнительную “медленную” вспышку (рису
нок, а), амплитуда которой входила в величину Аг.

В качестве клинических показателей пред
ставляют особый интерес три величины: нали
чие “медленной” вспышки, значение амплиту
ды Av нормированное на количество нейтрофи
лов n(A*=AJn); коэффициент затухания свечения 
Kd=AJAv

По полученным нами ранее данным “медлен
ная” вспышка свидетельствует о значительной 
активации сильной напряженности гранулоци- 
тарного звена иммунитета [3]. Наличие ее у двух 
пациентов можно объяснить тем, что незадолго 
до обследования они переболели острыми ин
фекционными заболеваниями (рожа, острое рес
пираторное заболевание).

Амплитуда быстрой вспышки, нормирован
ная на количество нейтрофилов (А*), может слу
жить характеристикой удельной активности ней
трофила. Данные для контрольной группы (груп
па А) были проверены на нормальность распре
деления по критерию Шапиро— Уилка. Распре
деление статистически значимо отличалось от 
нормального: л=87, W-Q.93709, р=0.00037. Ме
диана 4.06x10..5 В/клетку; интерквартильный раз
мах (А) от 2.47x10 "5 до 6.05x10 5 В/клетку.

В группе А не выявлено статистически зна
чимых различий в зависимости от возраста и по
ла. Мы предположили, что это справедливо и для 
пациентов с СД (группа В) и рассматривали объ
единенную выборку (Д/=26). Медиана 2.18x10”"5 
В/клетку; интерквартильный размах от 1.56x10 ~5 
до 2.95x10 -5 В/клетку.

Группы А и В являются независимыми, по
этому сравнение данных с целью оценки досто
верности различий между группами проводили 
по непараметрическому критерию Манна— Уитни: 
U -397.0; Z=-3.533; р=0.0004. Эти данные показы
вают, что различие в активности нейтрофилов 
между группами было статистически значимым.

Коэффициент затухания рассчитывали как 
отношение интенсивности свечения в максиму
ме к интенсивности через 23 мин после дости
жения максимума (именно в это время может 
возникнуть дополнительная “медленная” вспыш
ка). Для величины Kd в группе А медиана 0.43, 
интерквартильный размах 0.35-0.64, в группе В 
медиана 0.16, интерквартильный размах 0.12- 
0.28. По критерию Манна— Уитни различия меж

ду группами являются статистически значимыми: 
LM82.0; Z= 5.72; р<0.0001. Предположительно, 
более низкие значения Kd у пациентов свиде
тельствуют о более быстром истощении нейтро
филов после действия стимула.

Сопоставление результатов, полученных для 
пациентов с СД и здоровых добровольцев, по
зволило сделать следующие выводы. В целом у 
обследованных пациентов с компенсированным 
СД 2-го типа функциональная активность ней
трофилов статистически значимо ниже таковой 
у практически здоровых людей, что свидетельст
вует о недостаточности в ряде случаев функции 
нейтрофильного звена иммунной защиты у па
циентов с СД 2-го типа. Известно, что пациенты 
с СД по невыясненным причинам больше подвер
жены инфекциям, особенно стафилококковым 
поражениям кожи и инфекциям мочевыводящих 
путей. Также у них высок риск социально значи
мых инфекций (в частности, туберкулеза). Воз
можно, полученные данные помогут внести яс
ность в эту проблему.

Таким образом, метод оценки функциональ
ной активности нейтрофилов с двойной стиму
ляцией может использоваться для оценки функ
ционального состояния иммунной системы у па
циентов с СД.

Работа выполнена при поддержке РНФ (про
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