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Введение
Нейтрофильные гранулоциты способны осу-

ществлять киллинг микроорганизмов с помощью 
кислородозависимого механизма, к которому от-
носят «респираторный взрыв», развивающийся 
при взаимодействии нейтрофилов с объектами 
фагоцитоза. «Респираторный взрыв» относится 
к серии метаболических процессов, имеющих 
место при стимуляции нейтрофилов: увеличе-
ние потребления кислорода и усиление окисле-
ния глюкозы в пентозофосфатном цикле (ПФП), 
и как результат этого – продукция активных 
форм кислорода, обладающих бактерицидным 
действием [1, 7]. Функциональное состояние 
фагоцитирующих клеток можно охарактеризо-
вать через уровень «респираторного взрыва», 
при котором наблюдается резкое увеличение по-

требления кислорода за счет преобразования его 
в активные формы. Способность нейтрофильных 
гранулоцитов образовывать нужное количество 
АФК может служить прогностическим призна-
ком для оценки дальнейшего хода воспалитель-
ного процесса, а уровень ответа на индуктор «ре-
спираторного взрыва» может характеризовать 
активность защитных сил организма [11, 13, 17, 
18]. Именно на регистрации интенсивности «ре-
спираторного взрыва» основаны многие клини-
ко-диагностические методы оценки состояния 
организма, в частности и хемилюминесцентный 
анализ (ХЛ). Хемилюминесцентный метод осно-
ван на применении в качестве активаторов хеми-
люминесценции люминол и люцигенин. 

В процессе эволюции стафилококки приоб-
рели способность к угнетению фагоцитарной 
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функции лейкоцитов крови путем блокирования 
опсонизирующих веществ (комплемента и имму-
ноглобулина G), а также путем непосредственно-
го токсического действия на фагоциты. Нейтро-
филы не способны к образованию интермедиатов 
кислорода, при нарушении окислительного ме-
таболизма, вследствие этого организм становит-
ся особенно чувствителен к золотистому стафи-
лококку, который имеет ферменты, обладающие 
антирадикальными свойства, например, такими 
как каталаза [2, 9, 12, 18].

Несмотря на возрастающее количество науч-
ных исследований и результаты многочисленных 
клинических наблюдений, патогенез полипозно-
го риносинусита (ПРС) до настоящего времени 
окончательно не ясен [3, 4]. Считается, что это 
заболевание является следствием последователь-
но развивающегося в слизистой оболочке носа 
хронического воспаления, сопровождающееся 
специфической тканевой реакцией [6, 15]. В ос-
нове полипоза образованного в результате хро-
нического гнойного воспаления пазух лежат ри-
ногенные синуситы после острой респираторной 
инфекции, ведущей причиной которых является 
бактериальная микрофлора, в частности золоти-
стый стафилококк [4]. 

Целью исследования является определение 
особенностей функциональной активности ней-
трофильных гранулоцитов при воздействии в ка-
честве индуктора живой бактериальной суспен-
зии Staphylococcus aureus при ПРС.

Материалы и методы
Объектом исследования являлись больные 

полипозным риносинуситом (ПРС, n = 54) в воз-
расте от 25 до 45 лет. Тяжесть заболевания оце-
нивалась с учетом выраженности клинических 
симптомов. Контрольную группу составили 
практически здоровые люди (n = 71) аналогично-
го возрастного диапазона. 

Из венозной крови обследуемого пациента 
выделяли нейтрофильные гранулоциты. Для это-
го к 5 мл крови с гепарином добавляли 1 мл по-
лиглюкина и инкубировали в течение 30 мин 
при 37 °С для ускорения осаждения эритроцитов. 
Надосадочную жидкость наслаивали на двой-
ной градиент плотности фиколл-верографин 
(ρ = 1,077 – для отделения популяции лимфоци-
тов; ρ = 1,199 – для выделения популяции ней-
трофильных гранулоцитов) и центрифугировали 
в течение 45 минут при 400 g. Полученную су-
спензию нейтрофильных гранулоцитов дважды 
отмывали в растворе Хенкса без фенолового крас-
ного по 10 мин при 400 g. Супернатант сливали, 
оставшиеся нейтрофильные гранулоциты разво-
дили в 1 мл раствора Хенкса и получали взвесь. 
Подсчитывали количество нейтрофильных гра-
нулоцитов в камере Горяева. Для контроля мор-
фологического состава лейкоцитарных взвесей 
определяли чистоту выхода нейтрофильных гра-

нулоцитов, которая составляла 97%. Для хеми-
люминесцентного анализа использовали 2 × 106 
клеток. Измеряли величину спонтанной хеми-
люминесценции (СХЛ) нейтрофилов, которая 
характеризует базальный уровень активации этих 
клеток. Для определения резервных возможно-
стей активации нейтрофилов осуществляли ин-
дукцию кислородного метаболизма посредством 
добавления к ним опсонизированного зимозана 
и живой суспензии бактерий Staphylococcus aureus 
в концентрации 106 КОЕ/мл. 

В качестве активаторов ХЛ использовали лю-
минол и люцигенин. Люминол-усиленная хеми-
люминесценция регистрировала весь пул АФК 
и отражала суммарную активность миелоперок-
сидазы и NADPH-оксидазы и др., а люцигенин-
усиленная хемилюминесценция измеряла обра-
зование супероксидного анион-радикала (·О2

-) 
и оценивала активность NADPH-оксидазы [8].

Функциональную активность нейтрофильных 
гранулоцитов оценивали с помощью хемилю-
минесцентного метода по методу De Sole P. et al. 
(1983). Оценка спонтанной и индуцированной 
хемилюминесценции осуществлялась в течение 
90 минут на 36-канальном хемилюминесцентном 
анализаторе “CL3604” (Россия). Определяли сле-
дующие характеристики: время выхода на макси-
мум (Тmax), максимальное значение интенсив-
ности (Imax), а также площадь под кривой (S2) 
ХЛ. Усиление ХЛ, индуцированной зимозаном 
и бактериальной культурой S. aureus, оценива-
ли отношением площади индуцированной ХЛ 
к площади спонтанной ХЛ и определяли как ин-
декс активации (ИА).

Для всех полученных данных определяли ме-
диану (Me) и 25 и 75 перцинтили (Q25-Q75). Про-
верку гипотезы о статистической достоверности 
исследуемых параметров проводили с помощью 
критерия Манна-Уитни. Статистическую обра-
ботку результатов осуществляли с помощью па-
кета прикладных программ Statistica 7.0 (StatSoft, 
Inc., 2004).

Результаты и обсуждение
При изучении параметров ХЛ, активатором 

которой является люминол и регистрируется весь 
пул АФК, у больных ПРС обнаружено увеличе-
ние S2 при спонтанной и индуцированной ХЛ, 
где в качестве стимуляторов участвуют зимозан 
и бактериальная культура (табл. 1). Кроме того, 
установлено повышение Imax при индукции зи-
мозаном и штаммами S. aureus, а также увеличе-
ние в 1,5 раза ИА при индукции бактериальной 
культурой относительно лиц контрольной группы. 

Следовательно, на фоне базовой повышен-
ной функциональной активности дополни-
тельная стимуляция «респираторного взрыва» 
нейтрофилов опсонизированным зимозаном 
и бактериальной культурой S. aureus приводит 
к соответствующему увеличению продукции 
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АФК нейтрофильными гранулоцитами крови, 
что отражает повышенные резервные метаболи-
ческие возможности данной клеточной популя-
ции при ПРС.

Изучение параметров спонтанной люциге-
нин-зависимой ХЛ нейтрофильных грануло-
цитов крови позволило обнаружить у больных 
ПРС статистически значимое ускорение выхода 
на максимум по сравнению с аналогичным пока-
зателем лиц контрольной группы (табл. 2). Так-
же при спонтанной ХЛ установлено увеличение 
в 1,9 раза S2. Кроме того, при ПРС выявляется 
значительной увеличение S2 при зимозан-инду-
цированном ХЛ ответе. При этом не обнаруже-
но изменений показателей ХЛ, индуцированной 
S. aureus.

При сравнительной оценке функциональной 
активности нейтрофильных гранулоцитов в зави-
симости от индуктора дыхательного взрыва при 
ПРС были обнаружено, что S2 в люминол-зави-
симом процессе увеличивается в 1,2 раза при ин-
дукции бактериальной культурой S. aureus отно-
сительно воздействия зимозаном (р = 0,026). При 
этом в группе контроля наблюдается снижение 
Imax в 1,9 раза (р < 0,001), S2 в 1,5 раза (р < 0,001) 
и индекса активации в 1,5 раза (р < 0,001) в нагру-
зочных тестах с суспензией золотистого стафило-
кокка относительно стимуляции зимозаном.

При исследовании реакции нейтрофильных 
гранулоцитов в ответ на индукцию бактерией 
S. aureus в люцигенин-зависимой ХЛ установ-
лено снижение Imax у больных ПРС (р = 0,03) 
и в контроле (р < 0,001). Также понижается ве-
личина S2 (у больных – р = 0,003; в контроле – 
р < 0,001) и ИА (у больных – р = 0,036; в контро-
ле – р < 0,001). Только у лиц контрольной группы 
наблюдалось увеличение Тmax (р < 0,001) после 
стимуляции нейтрофильных гранулоцитов бак-

териальной культурой относительно показателей 
полученных после индукции зимозаном. 

Анализ полученных результатов позволяет 
отметить увеличение интенсивности образова-
ния АФК в ответ на неспецифический индуктор 
в виде зимозана при люцигенин-зависимой ХЛ 
как у больных ПРС, так и в контрольной груп-
пе. При этом в люминол-зависимом процессе 
наблюдается активация нейтрофилов в ответ 
на бактериальный стимул. Известно, что на мем-
бране лейкоцитов выявлены рецепторы, взаимо-
действующие с опсонизированными бактериями 
(для Fc-фрагмента иммуноглобулинов – FcR 
и пептидов, образующихся при расщеплении 
С3-компонента комплемента, – СR) [10]. Поли-
сахаридная капсула, которая образуется у золо-
тистого стафилококка, препятствует распознава-
нию рецептором CR1 нейтрофилов фрагментов 
С3-комплемента на поверхности S. aureus, что 
существенно снижает фагоцитоз, при этом при-
липание и поглощение бактерии может происхо-
дить через CR3-рецептор, поскольку он обладает 
лектиноподобными свойствами и содержит по-
верхностные вещества, с помощью которых этот 
микроорганизм проникает внутрь клетки с обра-
зованием фаголизосомы. Взаимодействие опсо-
низированного зимозана с нейтрофильным гра-
нулоцитом происходит через Fc-рецептор [14]. 

При микробиологическом исследовании 
в группе лиц с ПРС у 87,9% больных был выяв-
лен золотистый стафилококк, тогда как в группе 
контроля носителями бактерии S. aureus явля-
лись только 5% обследуемых лиц. По-видимому, 
в связи с этим в группе больных ПРС нейтро-
фильные гранулоциты значительно сильнее ак-
тивируются при стимуляции S. aureus. Вероятно, 
при индукции бактериальной культурой нейтро-
фильных гранулоцитов полученных от больных 

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ ЛЮМИНОЛ-ЗАВИСИМОЙ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ НЕЙТРОФИЛОВ КРОВИ У БОЛЬНЫХ 
ПОЛИПОЗНЫМ РИНОСИНУСИТОМ (Ме (Q25-Q75))

Показатели
Контрольная

группа
Полипозный
риносинусит р

n = 60 n = 55
Спонтанная хемилюминесценция

Tmax, сек. 969 (627-1514) 865 (669-1227)
Imax (× 103), о.е. 7,5 (3,1-15,1) 15,4 (2,9-37,5)
S2 (× сек. × 103), о.е. 237 (109-571) 1240 (111-2030) 0,019

Хемилюминесценция, индуцированная зимозаном
Tmax, сек. 1123 (814-1513) 1092 (544-1209)
Imax (× 103), о.е. 16,2 (6,2-26,6) 35,9 (10,9-72,7) 0,005
S2 (× сек. × 103), о.е. 464 (171-971) 1450 (573-3730) < 0,001
ИА 1,7 (1,3-2,4) 2,4 (1,4-2,9)

Хемилюминесценция, индуцированная суспензией Staphylococcus aureus
Tmax, сек. 1191 (713-1703) 1199 (853-1826)
Imax (× 103), о.е. 8,4 (3,5-12,4) 29,2 (15,3-55,9) < 0,001
S2 (× сек. × 103), о.е. 300 (142-431) 1700 (763-2945) < 0,001
ИА 1,1 (0,6-1,5) 1,6 (1,2-6,1) 0,005
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ПРС, в процесс фагоцитоза включаются CR3- 
или Toll-подобные рецепторы, при этом процесс 
распознавания бактерий происходит значитель-
но активнее, по сравнению с таковым в группе 
здоровых лиц. При этом взаимодействие ней-
трофильных гранулоцитов с неспецифическим 
индуктором (зимозаном) происходит через Fc-
рецептор.

При сравнительном анализе люминол- и лю-
цигенин-зависимой ХЛ нейтрофильных грану-
лоцитов крови у больных ПРС и лиц контроль-
ной группы обнаружено, что интенсивность 
люминол-зависимой реакции значительно выше 
люцигенин-зависимого ХЛ процесса. Следо-
вательно, при ПРС в механизмах синтеза АФК 
в нейтрофильных гранулоцитах активно участву-
ет миелопероксидаза. Известно, что формиро-
вание супероксидных радикалов связано только 
с мембранной NADPH-оксидазой [5]. Также из-
вестно, что люминол способен проникать через 
мембраны и регистрировать пул АФК внутри 

клетки, тогда как люцигенин взаимодействует 
с супероксидным анион-радикалом в околокле-
точной среде, характеризуя только внешний кил-
линг [8].

Таким образом, исследование ХЛ активно-
сти нейтрофилов крови в зависимости от акти-
ватора респираторного взрыва обнаружено, что 
при ПРС миелопероксидаза в большей степени 
участвует в синтезе АФК в нейтрофильных гра-
нулоцитах, чем у лиц контрольной группы. При 
исследовании особенности функциональной 
активности нейтрофильных гранулоцитов в за-
висимости от индуктора респираторного взрыва 
установлено увеличение интенсивности обра-
зования АФК у больных ПРС при стимуляции 
S. aureus в люминол-зависимой ХЛ. В контроль-
ной группе как в люминол- так и в люцигенин-
зависимой ХЛ скорость и интенсивность образо-
вания АФК более выражено увеличивается при 
стимуляции зимозаном.

ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ ЛЮЦИГЕНИН-ЗАВИСИМОЙ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ НЕЙТРОФИЛОВ КРОВИ У БОЛЬНЫХ 
ПОЛИПОЗНЫМ РИНОСИНУСИТОМ (Ме (Q25-Q75))

Показатели
Контрольная

группа
Полипозный
риносинусит р

n = 60 n = 55
Спонтанная хемилюминесценция

Tmax, сек. 2632 (1987-3736) 1772 (1269-2838) 0,024
Imax (× 103), о.е. 7,4 (2,5-15,1) 8,1 (3,1-22,1)
S2 (× сек. × 103), о.е. 247 (88-624) 480 (218-1420) 0,034

Хемилюминесценция, индуцированная зимозаном
Tmax, сек. 2015 (1650-2719) 1678 (1371-2390)
Imax (× 103), о.е. 14,0 (7,6-28,5) 19,4 (9,7-27,4)
S2 (× сек. × 103), о.е. 485 (251-890) 1100 (603-2060) 0,002
ИА 1,9 (1,2-3, 5) 1,7 (1,5-2,5)

Хемилюминесценция, индуцированная суспензией Staphylococcus aureus
Tmax, сек. 2568 (2029-3401) 1471 (1319-2844)
Imax (× 103), о.е. 5,1 (2,2-10,2) 13,5(3,8-20,9)
S2 (× сек. × 103), о.е. 179 (96-400) 622(183-1370)
ИА 0,7 (0,5-1,3) 0,8 (0,3-0,9)
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CHARACTERISTICS OF NEUTROPHILIC GRANULOCYTES IN POLYPOUS RHINOSINUSITIS
Kolenchukova O.A., Smirnova S.V., Savchenko A.A.
Medical Scientific Research Institute for Northern Problems, Russian Academy of Medical Sciences, Siberian Branch, 
Krasnoyarsk, Russian Federation

Abstract. We have studied functional parameters of neutrophilic granulocytes in patients with polypous 
rhinosinusitis by means of luminol- or lucigenin-dependent chemiluminescence induced by zymosan and 
Staphylococcus aureus. Luminol-enhanced chemiluminescence registered the entire pool of reactive oxygen 
species (ROS), reflecting total activity of myeloperoxidase and NADPH oxidase etc., whereas lucigenin-
dependent chemiluminescence detected production of superoxide radical anion (·О2

-), as well as NADPH 
oxidase activivity. Usage of the in vitro stimulation tests allows both modeling of disease conditions, and to 
suggest origins of granulocyte stimulation, their mobilization potential and integration of intracellular processes. 
We found the increased rate of ROS formation, both in spontaneous and induced chemiluminescent reaction in 
luminol-dependent process. We have studied neutrophilic granulocyte response to different stimuli and found 
an increased luminol-dependent ROS formation in polypous rhinosinusitis in response to bacterial induction. 
(Med. Immunol., 2013, vol. 15, N 3, pp 385-390)
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