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Резюме.

В  статье  оценивали  фагоцитарную,  НАДФН-оксидазную  активность  и   прайминг-

эффект  полиморфно-ядерных  лейкоцитов крови   при  воздействии  комплексных 

антигенных препаратов Klebsiella pneumoniae,  Staphylococcus aureus у  больных  острым 

деструктивным панкреатитом с асептическим или  инфицированным течением процесса. 

Исследование крови больных осуществлялось на 1-е, 3-и, 7-е и 14-е сутки стационарного 

лечения  с  помощью  методов  люминол-  и  люцигенинзависимой  хемилюминесценции. 

Было выявлено, что при инфицировании панкреонекроза уже в ранние сроки заболевания 

наблюдается  нарушение  окислительного метаболизма  полиморфно-ядерных лейкоцитов 

крови, что проявляется в снижении их фагоцитарной и НАДФН-оксидазной активности по 

сравнению с пациентами, имеющими асептическое течение панкреонекроза. Способность 

полиморфно-ядерных  лейкоцитов  к  праймированию   комплексными  антигенными 

препаратами бактерий,  участвующих в бактериальной  транслокации при панкреонекрозе, 

у  таких пациентов также снижена. 

Ключевые  слова:  хемилюминесценция,  полиморфно-ядерные  лейкоциты,  острый 

деструктивный панкреатит, панкреонекроз, инфицирование, прайминг
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Abstract.

In this article estimated were the fagocitic, NADPH-oxidase activity and priming effect at 

the  polymorphonuclear  leukocytes  of  blood  under  the  effect  of   Klebsiella  pneumoniae,  

Staphylococcus aureus complex antigen preparations with the patients having aseptic or infected 

pancreonecrosis. The taking away of patient's blood was performed on 1-st, 3-rd, 7-th, 14-th day 

of a stationary treatment by the methods of luminol and lucigenin  amplified chemiluminescence. 

On  the  basic  of  the  obtained  results  it  has  been  found  out  that  under  infection  of  a 

pancreonecrosis the  infringement of oxidation metabolism at polymorphonuclear leukocytes has 

been observed even in the early periods of disease, which is manifested in  the lowering of 

fagocitic and  NADPH-oxidase activity  of  polymorphonuclear leukocytes as compared to the 

patients  with  aseptic   pancreonecrosis.  The  ability  of  polymorphonuclear  leukocytes  for 

primining by the complex antigen preparations of bacteria, participant in bacterial translocation 

under pancreonecrosis, is also reduced with these patients.

Key  words: chemiluminescence,  polymorphonuclear  leukocytes,  acute  pancreatitis, 

pancreonecrosis, infected pancreonecrosis, priming

ВВЕДЕНИЕ

В  хирургической  практике  острый  панкреатит  в  20-40%  случаев  носит 

деструктивный,  некротический  характер  [1-4]. Большинство  летальных  исходов  после 

первой недели заболевания вызваны инфицированным панкреонекрозом и сепсисом.   В 

настоящее  время экспериментальными исследованиями доказано,  что   активированные 

полиморфно-ядерные  лейкоциты  (ПМЛ)  одними  из  первых  приходят  в  очаг 

панкреонекроза (ПН) [5-7]. Считается, что они являются важными компонентами в защите 

и  ограничении  повреждения  ткани  поджелудочной  железы.  Но  ряд  недавних  научных 

исследований свидетельствует и о негативной роли ПМЛ в патогенезе ПН. Инфильтрируя 

ткань  поджелудочной  железы и секретируя  активные формы кислорода  (АФК) в  ходе 

респираторного взрыва,  они способны вызывать  еще большее локальное повреждение 

железы  [8-10].  Также  существует  точка  зрения,  что  ПМЛ,  находясь  в 

микроциркуляторном русле под действием «цитокинового шторма» приходят в состояние 

гиперстимуляции  и,  мигрировав  в  очаг  деструкции,  «перевыполняют»   там  свои 

эффекторные  функции.  А  далее,  по  мере   развития  ответной  противовоспалительной 

реакции,  приходят в состояние иммунодепрессии, тем самым способствуя усугублению 

ПН и инфицированию очагов панкреатогенной деструкции [11].  Инфицирование очагов 
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повреждения происходит засчет бактериальной транслокации флоры кишечника уже в 1-е 

сутки от начала заболевания, а развитие гнойно-септических осложнений  ПН – на 10 - 14 

–е  сутки  заболевания  [12-14].  Наиболее  часто  высеваемыми  возбудителями  при 

инфицировании  ПН  по  данным  литературы  являются  Escherichia coli ,  Klebsiella,  

Enterococcus faecalis,  Staphylococcus aureus и Pseudomonas aeruginosa [15,16].  Вопрос, в 

силу каких причин  в одном случае у больных ПН протекает асептично и разрешается, а у 

других  усугубляется  инфицированием  и развитием гнойно-деструктивных осложнений, 

остается  до сих пор нерешенным.

Существование  такой  способности  у  ПМЛ,  как  прайминг  или  предстимуляция, 

известно еще с 80-х годов прошлого века. Суть данного эффекта заключается в том, что 

действие  праймирующего  стимула  на  клетку  не  приводит  к  ее  непосредственной 

активации,  а  вызывает  развитие  повышенной функциональной  готовности  клетки,  что, 

влечет за собой усиление интенсивности ответа (например, повышенную секрецию АФК) 

на последующее добавление этого же или другого стимула [17]. На сегодняшний день 

описано  много  праймирующих  стимулов  для  лейкоцитов,  среди  которых  есть  и 

микроорганизмы,   и  их  отдельные  компоненты  [18].  Возможно,  способность  ПМЛ  к 

праймингу,  может  рассматриваться  как  один  из   ранних  и  специфических  маркеров 

адекватного ответа на бактериальную агрессию при ПН.

Регистрация секреции АФК ПМЛ посредством хемилюминесцентного анализа может 

характеризовать фагоцитарную активность этих клеток, активность кислородозависимых 

ферментов  их окислительного метаболизма,  и  даже способность ПМЛ к праймированию 

при инфицировании острого деструктивного панкреатита [18,19]. 

ЦЕЛЬЮ нашего исследования явилась оценка фагоцитарной активности крови (ФА), 

активности  НАДФН-оксидазы  ПМЛ  крови и  эффекта  прайминга  ПМЛ  крови   при 

воздействии комплексных антигенных препаратов Klebsiella pneumoniae,  Staphylococcus 

aureus у  пациентов с острыми деструктивными панкреатитами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Характеристика групп пациентов.  В исследование  были включены 29 доноров-

добровольцев  и  28  пациентов с острым деструктивным панкреатитом (таблица 1.). Забор 

крови  больных  осуществлялся  на  1-е,  3-и,  7-е,  14-е  сутки  стационарного  лечения.  В 

зависимости  от  клинико-морфологической  формы  острого  панкреатита   все 

обследованные  пациенты  были  разделены  на  две  группы:     Ι  группа  -  пациенты  с 

асептическим ПН  и ΙΙ группа - пациенты с различными гнойно-деструктивными формами 

ПН (инфицированный ПН).
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Таблица 1.

Общая характеристика пациентов, включенных в исследование.

Определение   фагоцитарной  активности  полиморфно-ядерных  лейкоцитов 

крови. 

Определение ФА ПМЛ  крови производили с помощью метода  люминолзависимой 

хемилюминесценции  цельной  крови  (Л-ХЛ),  стимулированной  сульфатом  бария. 

Измерение  Л-ХЛ  проводили  на  биохемилюминесцентном  анализаторе  БЛМ  3606  -  01 

(СКТБ «Наука» КНЦ СО РАН, Россия),  сигнал от которого поступал на персональный 

компьютер и анализировался с помощью программы  BLM-  Obrab (СКТБ «Наука» КНЦ 

СО  РАН,  Россия).  Для  этого   к  образцам  крови,  содержащим   1×106 ПМЛ   в  пробе 

(конечный  объем  пробы  составлял  0,7  мл  и  доводился  раствором  Хенкса,  рН=7,45) 

добавляли  активатор  свечения  –  люминол   (который  используют  для  регистрации 

интенсивности ХЛ, отражающую суммарную выработку  всех АФК)  в количестве 0,15 мл 

(рабочая концентрация  растворов 2×10-3 М,  Sigma,  США).  Регистрировали  спонтанный 

уровень Л-ХЛ, затем добавляли стимулятор свечения – сульфат бария, в количестве 0,15 

мл (рабочая концентрация раствора  2 мг/мл) и измеряли уровень стимулированной Л-ХЛ. 

Регистрация  Л-ХЛ  проводилась в режиме постоянного перемешивания и температуре 37º 

С. С помощью компьютерной программы BLM- Obrab определяли следующие параметры 

Л-ХЛ:  интенсивность  спонтанной  Л-ХЛ;   интенсивность  максимальной  Л-ХЛ;  время 

достижения  максимальной  вспышки  Л-ХЛ;  интенсивность  стимулированной  Л-ХЛ; 

площадь  под кривой Л-ХЛ,  отражающей светосумму Л-ХЛ и прямо пропорциональной 

ФА  ПМЛ крови.

Определение активности НАДФН-оксидазы ПМЛ крови.
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Количество человек, (n)

Доноры
Острый 

деструктивный 
панкреатит 

(панкреонекроз)

Ι     группа  
Асептический
панкреонекроз

ΙΙ     группа  
Инфицированный 

панкреонекроз

29 28 15 13
Пол,  М/Ж

14 / 15 16 / 12 9 / 6 7 / 6
Возраст, года

28,6 ± 2,8 50,7 ± 3,3 52,0 ± 1,9 48,7 ± 2,3
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Определение активности НАДФН-оксидазы  ПМЛ  крови производили с помощью 

метода   люцигенинзависимой  хемилюминесценции  цельной  крови  (Лц-ХЛ), 

стимулированной  сульфатом  бария.  Методика  определения  аналогична  методу  Л-ХЛ, 

отличительной особенностью данной методики является использование специфического 

активатора свечения ХЛ -  люцигенина. Он избирательно связывается с супероксид анион 

радикалом (О2
-), который образуется в ходе респираторного взрыва ПМЛ  при активации 

НАДФН-оксидазы. Определяемая площадь  под кривой Лц-ХЛ,  отражающей светосумму 

Лц-ХЛ, прямо пропорциональна  активности НАДФН-оксидазы  ПМЛ крови.

Определение эффекта прайминга ПМЛ крови при воздействии   комплексными 

антигенными препаратами Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus.

Комплексные  препараты  антигенов Klebsiella pneumoniae,  Staphylococcus aureus, 

получали  из  штаммов  клинических  изолятов  методом  приготовления  бактериальных 

комплексов  на  целлофановом диске  по  методу  Федосеевой  В.Н.  Камышевой В.А.[20]. 

Полученные  маточные  суспензии  представляли  собой  комплексные   антигенные 

препараты,  которые  содержали  цельные  инактивированные  бактерии,  их  разрушенные 

компоненты  (ЛПС  или  пептидогликаны),  ферменты  и  токсины,  продукты  их 

жизнедеятельности. Воздействие таких комплексных бактериальных антигенов на ПМЛ в 

условиях  in vitro дает возможность наблюдать ответную реакцию этих клеток, наиболее 

приближенную к ответной реакции in vivo.  Препараты стандартизировали по количеству 

микробных клеток в 1 мл суспензии. 

Для достижения эффекта прайминга  отбирали объемы образцов крови, содержащие 

1×106 ПМЛ, доводили до 0,7 мл средой Хенкса (рН 7,45), предварительно инкубировали с 

0,01  мл препарата  антигенов  Klebsiella pneumoniae,  Staphylococcus aureus в  различных 

рабочих концентрациях (от 5×106 до 1000×106 микробных клеток/мл суспензии препарата) 

в  течение  45 минут  при  37º  С в  режиме постоянного  перемешивания.    Контрольные 

пробы вместо  препарата антигенов содержали тот же объем физиологического раствора и 

также  инкубировались.  После  инкубации  производили  измерение  интенсивности 

хемилюминесценции и определение параметров ХЛ по ранее описанной методике. 

Для  оценки  эффекта  прайминга  вычисляли  следующий  показатель:  показатель 

соотношения  светосумм  ХЛ  опытной  (праймированной  комплексным  препаратом 

антигенов) и контрольной проб, который обозначали как индекс соотношения площадей 

под кривыми ХЛ (ИП). Наличие эффекта прайминга у ПМЛ крови было актуально, если 

показатель, характеризующий его, превышал значение 1,0. 
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Статистическая обработка результатов.

Статистический  анализ  результатов  проводили  с  использованием  общепринятых 

статистических  методов,  обрабатывая  их  с  помощью   статистических  компьютерных 

программ «Statistica for Windows 7.0.» (StatSoft,  USA) и приложения Microsoft Word Exel 

2010. Все параметры и показатели вычислялись в виде  среднего арифметического (М), 

ошибки среднего (m).  Для сравнения средних использовался параметрический t критерий 

(критерий Стьюдента). Достоверно значимыми считали результаты с р<0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ данных хемилюминесцентного исследования крови позволил выявить, что у 

всех  больных  с  острым  деструктивным  панкреатитом  при  поступлении  в  стационар 

фиксировалось  достоверное  увеличение  ФА  ПМЛ  крови  по  сравнению  с  донорами 

(рис.1.).  В  Ι  группе  пациентов  регистрировались  максимальные  значения  данного 

показателя, превышающие норму на  272,1%. Во ΙΙ группе это увеличение составило 83,5 

%.  В  динамике  развития  ПН,  по  мере   увеличения  выраженности   воспалительной 

реакции, к 3-м суткам стационарного лечения у всех больных наблюдался дальнейший 

рост ФА ПМЛ крови.

Рис.1.  Динамика  изменения  ФА ПМЛ крови, выражаемой площадью под кривой Л-

ХЛ  крови пациентов с ПН. Примечание. # p<0,001,* p< 0,05 по сравнению с нормой.
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У пациентов Ι  группы ФА ПМЛ крови увеличивалась на 411,0%, а у пациентов ΙΙ 

группы - на 206,5%. К 7-м суткам данный показатель начинал  достоверно снижаться в 

обеих обследуемых группах больных, но не достигал нормальных значений. В Ι группе 

пациентов ФА ПМЛ крови снижалась больше, чем во ΙΙ группе. К 14-м суткам ФА ПМЛ 

крови в Ι группе приближалась к нормальным величинам, а у пациентов ΙΙ группы была 

ниже нормы. Таким образом, можно констатировать, что пик ФА крови в обеих группах 

пациентов  приходится  на  1-е  –  3-и  сутки  стационарного  лечения  заболевания,  но  у 

пациентов с гнойно-деструктивными формами ПН – ФА имеет  значения ниже.

Активность НАДФН-оксидазы ПМЛ крови в Ι группе пациентов была выше нормы на 

1-е  и  3-и  сутки  стационарного  лечения  ПН,  а  на  7-е  и  14-е  сутки  не  отличалась  от 

значений в  группе  доноров.   Во ΙΙ  группе  пациентов  уже  на  1-е  сутки  стационарного 

лечения наблюдалось снижение НАДФН-оксидазной активности ПМЛ крови на 34,2 % по 

сравнению с донорами. К 3-м суткам ее активность возрастала и не сильно отличалась от 

значений в Ι группе пациентов. А на 7-е сутки значения активности НАДФН-оксидазы 

становились  максимальными по  сравнению  с  Ι  группой  пациентов.  Но  к  14-м  суткам 

данный показатель опять снижался и его значения  были ниже нормы (рис.2.). Исходя из 

полученных  данных,  можно  заключить,  что  пик  НАДФН-оксидазной  активности  у 

пациентов  с  асептическим течением ПН наблюдается  в  1-е – 3-и  сутки  стационарного 

лечения,   а у пациентов с гнойно-деструктивными формами ПН - только на 7-е сутки. 

Таким образом, из полученных нами результатов по  изучению ФА и активности НАДФН-

оксидазы ПМЛ крови видно, что у пациентов с гнойно-деструктивными формами ПН уже 

в ранние сроки заболевания наблюдаются нарушения окислительного метаболизма ПМЛ 

крови,  проявляющиеся  в  снижении  ФА  крови  и   активности  НАДФН-оксидазы  ПМЛ 

крови.  Это  свидетельствует  о  наличии  дефектов  в  работе  кислородозависимых систем 

ПМЛ  крови  у  таких  больных.  И  подтверждает  тот  факт,  что  инфицирование  очагов 

панкреодеструкции  может происходить уже в 1-е сутки заболевания.
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Рис.2. Динамика  изменения  активности НАДФН-оксидазы ПМЛ крови, выражаемой 

площадью под кривой Лц-ХЛ  крови пациентов с ПН. Примечание. # p<0,001,* p< 0,05 по 

сравнению с нормой.

Для  подтверждения  данных  заключений  нами  было  выполнено  исследование 

способности  ПМЛ  крови  больных  с  ПН   к  праймингу  под  влиянием  комплексных 

антигенных  препаратов.   При  воздействии  различными  концентрациями  комплексных 

препаратов антигенов  Klebsiella pneumoniae,  Staphylococcus aureus (от 5×106  до 1000×106 

микробных  клеток/мл  суспензии  препарата)  на  ПМЛ  крови  больных  Ι  группы  не 

наблюдалось  обратной дозовой зависимости  ИП, как  в группе доноров. На протяжении 

всего  исследования   вплоть  до  14-х  суток  стационарного  лечения  все  концентрации 

препаратов  вызывали  праймирование  ПМЛ  крови,  в  том  числе  и  самые  высокие 

концентрации препаратов (1000×106  микробных клеток/мл),  достоверно не вызывающие 

прайминг ПМЛ   у доноров. Это говорит о том, что у пациентов с асептической формой 

течения ПН  ПМЛ крови находятся в состоянии повышенной функциональной готовности 

по отношению к бактериальному агенту, способному вызвать инфицирование очагов ПН. 

Поэтому у таких пациентов не возникало никаких гнойно-септических осложнений,  и  к 

14-м суткам стационарного лечения наступало улучшение клинической картины, а затем - 

выздоровление. У  больных  ΙΙ  группы   воздействие  этими  двумя  препаратами  имело 

следующий  характер:  на  протяжении  1-14-х  суток  наблюдалась   обратная  дозовая 

зависимость   ИП от  концентрации  бактериального  препарата,  но  все  показатели  были 

достоверно  снижены  по  сравнению  с  таковыми  у  доноров  и  у  I группы.  Это 

свидетельствует о снижении способности ПМЛ крови больных ΙΙ группы к праймингу, 
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вызываемому   препаратами  Klebsiella pneumonia и  Staphylococcus aureus. Высокие 

концентрации  данных препаратов, вызывающие  эффект прайминга в Ι группе пациентов, 

во  ΙΙ группе подавляли этот эффект (рис.3 и рис.4).

Рис.3.   Динамика  изменения  индекса соотношения площадей под кривыми Л-ХЛ 

крови пациентов с  ПН  при воздействии комплексным антигенным препаратом  Klebsiella 

pneumoniae в   рабочей  концентрации   1000×106 микробных  клеток/мл.  Примечание.  # 

p<0,001, * p< 0,05 по сравнению с нормой.

Таким образом, можно отметить, что в группе пациентов с гнойно-деструктивными 

формами  ПН  происходит  снижение  способности  ПМЛ  крови  к  праймированию 

бактериальными  комплексными  препаратами,   что  хорошо  просматривается  при 

воздействии  высоких  концентраций  препаратов.  Это  может  служить  ранним  маркером 

инфицирования  очагов  панкреатогенной  деструкции.  А  также  подтверждает   факт 

существования дефекта в кислородозависимых механизмах эффекторных функций ПМЛ 

крови у пациентов с инфицированием очагов ПН. 
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Рис.4.   Динамика  изменения  индекса соотношения площадей под кривыми Л-ХЛ 

крови  пациентов  с  ПН   при  воздействии  комплексным  антигенным  препаратом 

Staphylococcus aureus в  рабочей  концентрации   1000×106 микробных  клеток/мл. 

Примечание. # p<0,001, * p< 0,05 по сравнению с нормой.

ВЫВОДЫ

1.  При  гнойно-деструктивных  формах  ПН  уже  в  ранние  сроки  заболевания 

наблюдается  нарушение  окислительного  метаболизма  ПМЛ  крови,  что  проявляется  в 

снижении  ФА  крови,  активности  НАДФН-оксидазы  ПМЛ  крови  по  сравнению  с 

пациентами, имеющими асептическое течение ПН.

2.  Способность  к  праймированию   комплексными  антигенными  препаратами 

бактерий,  участвующих в бактериальной транслокации при ПН, у пациентов с  гнойно-

деструктивными формами ПН снижается. 
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