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ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У БОЛЬНЫХ РАКОМ 
МОЧЕВОГО ПУЗЫРЯ В ДИНАМИКЕ ЗАБОЛЕВАНИЯ
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Резюме. Цель исследования – изучение параметров люминол- и люцигенин-зависимой хемилю-
минесценции (ХЛ) нейтрофилов периферической крови у больных раком мочевого пузыря (РМП) до 
операции и после хирургического лечения.

Проведены наблюдения за больными мышечно-инвазивным РМП в период до операции (n = 60) 
и через 10 дней после хирургического лечения (n = 46) в возрасте 45-55 лет. Контрольную группу со-
ставили 56 здоровых доноров. Люминол- и люцигенин-зависимую ХЛ нейтрофилов крови оценивали 
методом De Sole et al. (1983). 

У больных РМП в нейтрофилах периферической крови выявили изменения в системе продукции 
активных форм кислорода (АФК) как на начальном этапе окислительных реакций, так и на уровне 
суммарной активности кислородных радикалов. Установили нарушения внутриклеточного соотно-
шения первичных и вторичных АФК.

Выявленные у больных РМП изменения окислительного метаболизма в нейтрофилах крови, игра-
ющего важную роль в реализации эффекторного потенциала клетки, могут повлиять на развитие пол-
ноценного цитопатического эффекта нейтрофильными гранулоцитами.
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Введение
В настоящее время известна способность 

нейтрофильных гранулоцитов к выраженному 
цитотоксическому действию на опухолевые 
клетки, что отражает один из механизмов 
обеспечения противоопухолевой резистентности 
организма [3, 6]. Следует отметить, что 
цитопатическое действие нейтрофилов, главным 
образом, связано с генерацией активных форм 
кислорода [2, 3, 7, 8].

Первичным метаболитом активированного 
кислорода является супероксидный анион-ра-
дикал (О-

2), из которого берет начало весь каскад 
активных форм кислорода (АФК). В качестве 
основных вторичных АФК можно выделить ги-
похлорную кислоту (HOCl-), хлорамины и про-
дукты перекисного окисления липидов [1, 2]. 
Для оценки интенсивности продукции активных 
форм кислорода используют хемилюминесцент-
ное свечение, которое усиливают добавлением 
люминофоров, вступающих в реакцию с АФК [1].

Известно, что люцигенин окисляется под 
влиянием преимущественно супероксидного 
аниона и опосредованно отражает активность 
НАДФ(H)-оксидазы. В свою очередь люминол-

зависимая хемилюминесценция формируется 
в системе миелопероксидазы и отражает суммар-
ную активность кислородных и других радикалов 
(с акцентом на синглетный кислород и гидрок-
сильный радикал) [4, 7, 8, 9].

Следовательно, изучение параметров люми-
нол- и люцигенин-зависимой хемилюминес-
ценции (ХЛ) нейтрофилов позволит выявить 
механизмы нарушений кислородзависимого ме-
таболизма, которые, как известно, играют важ-
ную роль в реализации эффекторного потенциа-
ла клеток.

Учитывая вышеизложенное, целью исследо-
вания явилось изучение параметров люминол- 
и люцигенин-зависимой хемилюминесценции 
нейтрофилов периферической крови у больных 
раком мочевого пузыря до операции и после хи-
рургического лечения.

Материалы и методы
На базе урологического отделения Краснояр-

ского краевого клинического онкологического 
диспансера методом случайной выборки (по мере 
поступления в стационар) были отобраны 60 
больных с диагнозом мышечно-инвазивный рак 
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Abstract. The study deals with parameters of luminol-dependent and lucigenin-dependent  
chemiluminescence (CL) of peripheral blood neutrophils from patients with bladder cancer (BC) prior to 
surgical treatment. 

We examined sixty patients (45 to 55 years old) with advanced bladder cancer (TNM) prior to the operation, 
and forty-six patients at 10 days after surgical treatment. A control group consisted of 56 healthy donors. 
Luminol-dependent and lucigenin-dependent chemiluminescence of blood neutrophils was assessed according 
to De Sole et al. (1983).

Chemiluminescence assays of peripheral blood neutrophils from the patients with bladder cancer revealed 
changes in production of reactive oxygen species (ROS), both for initial stage of oxidation reaction, and total 
level of active oxygen radicals. We have found disturbed values of primary-to-secondary ROS ratio in the cells.

In the patients with bladder cancer, some changes in oxidative metabolism of the blood neutrophils have been 
registered. These alterations may play an important role in promotion of potential effector cell functions, thus, 
probably, affecting the whole-scale development of a cytopathic effect exerted by neutrophilic granulocytes. 

Keywords: chemiluminescence, neutrophils, bladder cancer
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мочевого пузыря (РМП) в возрастном диапазо-
не 45-55 лет в период до операции, 46 из них со-
ставили группу наблюдения через 10 дней после 
хирургического лечения. Контрольную группу 
составили 56 здоровых доноров.

Люминол- и люцигенин-зависимую ХЛ ней-
трофилов периферической крови оценивали ме-
тодом De Sole et al. [5] на биохемилюминесцент-
ном анализаторе CL 3606 M (Россия). Определяли 
следующие параметры: время выхода на макси-
мум (Tmax), максимальное значение свечения 
(Imax) и площадь под ХЛ кривой (S). В качестве 
индуктора «дыхательного взрыва» использова-
ли опсонизированный зимозан в концентрации 
2 мг/мл («Sigma» США). Усиление ХЛ, индуци-
рованной зимозином, относительно спонтанной 
ХЛ оценивали при помощи соотношения Sзимозан/
Sспонтанная и определяли как индекс активации.

Статистическая обработка полученных дан-
ных выполнена с использованием пакета при-
кладных программ STATISTICA v. 8.0 (Stat Soft, 
Inc,. США). Результаты исследования количе-
ственных параметров в группах сравнения пред-
ставлены медианой (Me) и интерквартильным 
размахом в виде 25 и 75 процентилей (Q25; Q75). 

Статистическая достоверность исследуемых по-
казателей в независимых выборках проанали-
зирована с помощью критерия Манна–Уитни. 
Для выборок с попарно связанными вариантами 
применяли критерий Вилкоксона. Различия счи-
тали статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Анализ показателей люминол-зависимой ХЛ 

у больных РМП в период до хирургического ле-
чения показал замедленное время выхода на мак-
симум свечения спонтанной ХЛ нейтрофилов 
периферической крови по сравнению с величи-
нами контрольной группы (табл. 1).

Параметры индуцированной опсонизирован-
ным зимозаном ХЛ реакции нейтрофилов крови 
характеризовались удлинением времени реаги-
рования на стимул, повышением интенсивности 
свечения и увеличением площади под ХЛ кри-
вой относительно показателей группы контроля 
(табл. 1). Кроме того, установлено, что величина 
индекса активации в 1,68 раза (p < 0,05) превы-
шала соответствующий показатель контрольной 
группы.

ТАБЛИЦА 1. ЛЮМИНОЛ- И ЛЮЦИГЕНИН-ЗАВИСИМАЯ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИЯ НЕЙТРОФИЛОВ КРОВИ У БОЛЬНЫХ 
РАКОМ МОЧЕВОГО ПУЗЫРЯ ДО ОПЕРАЦИИ (Me; Q25-Q75)

Показатель

Контрольная группа Больные РМП
Люминол-

зависимая ХЛ 
(n = 56)

1

Люцигенин-
зависимая ХЛ 

(n = 56)
2

Люминол-
зависимая ХЛ 

(n = 60)
3

Люцигенин-
зависимая ХЛ 

(n = 60)
4

Спонтанная хемилюминесценция

Tmax, cек. 505,50
208,50-1502,50

1989,00
1624,00-2440,00

1692,00
1117,00-2110,00

2171,00
1872,00-2472,00

Imax, о.е. × 103 6,67
3,04-18,70

1,22
0,79-8,99

7,08
2,99-17,13

9,12
2,36-14,56
p2  <  0,01

S1, о.е. × 105 2,06
1,23-4,60

0,57
0,36-1,93

2,18
0,85-12,45

2,51
0,51-6,31
p2 < 0,05

Индуцированная хемилюминесценция

Tmax, cек. 1270,00
862,00-1779,00

1799,00
719,00-2525,00

1925,00
11431,00-2079,00

1540,00
824,00-2138,00

Imax, о.е. × 103 10,54
4,98-41,70

1,94
1,10-6,53

24,15
17,11-42,77

p1 < 0,05

10,76
5,50-22,81
p2 < 0,01

S2, о.е. × 105 3,78
1,53-9,40

0,78
0,53-3,21

8,25
3,31-18,80
p1 < 0,05

3,30
1,40-7,00
p2 < 0,05

S2/S1
1,87

1,52-3,00
1,65

1,05-1,75

3,14
2,24-4,59
p1 < 0,05

1,98
1,37-2,23

Примечание. р – статистически значимые различия. РМП – рак мочевого пузыря; ХЛ – хемилюминесценция.
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Изучение параметров люминол-зависимой 
ХЛ нейтрофилов крови у больных РМП в период 
через 10 дней после хирургического лечения вы-
явило замедленный выход на максимум интен-
сивности свечения спонтанной ХЛ, повышение 
максимума «дыхательной вспышки» и увеличе-
ние площади под хемилюминесцентной кривой 
по сравнению с величинами контрольной груп-
пы (табл. 2). При индукции опсонизированным 
зимозаном отмечено повышение в 2,25 раза 
(p < 0,05) интенсивности свечения и увеличение 
в 1,38 раза (p < 0,05) площади под индуцирован-
ной ХЛ кривой относительно показателей кон-
троля (табл. 2).

Исследование параметров люцигенин-зави-
симого ХЛ ответа нейтрофилов периферической 
крови у больных РМП в период до хирургическо-
го лечения обнаружило увеличение в 7,47 раза 
(p < 0,01) величины максимума «дыхательной 
вспышки» и в 4,40 раза (p < 0,05) площади под 
спонтанной ХЛ кривой по сравнению с анало-
гичными показателями контрольной группы 
(табл. 1).

После стимуляции нейтрофилов крови опсо-
низированным зимозаном выявлено повышение 
в 5,55 раза (p < 0,01) интенсивности свечения 
и увеличение в 4,23 раза (p < 0,05) площади под 
стимулированной ХЛ кривой относительно пара-
метров группы контроля (табл. 1).

Оценка показателей люцигенин-зависимой 
ХЛ нейтрофилов крови у больных РМП через 10 
дней после операции позволила установить по-
вышение интенсивности «дыхательной вспыш-
ки» как спонтанной, так и индуцированной зи-
мозаном ХЛ, а также увеличение площади под 
спонтанной и стимулированной ХЛ кривой 
по сравнению с параметрами контрольной груп-
пы (табл. 2).

Таким образом, у больных РМП в период 
до хирургического лечения наблюдается измене-
ние кинетики спонтанного люминол-зависимого 
ХЛ ответа нейтрофилов периферической крови 
и отмечается повышенный уровень фоновой лю-
цигенин-зависимой ХЛ.

В то же время при индукции опсонизирован-
ным зимозаном уровень максимальной интен-
сивности свечения и общее количество активных 

ТАБЛИЦА 2. ЛЮМИНОЛ- И ЛЮЦИГЕНИН-ЗАВИСИМАЯ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИЯ НЕЙТРОФИЛОВ КРОВИ У БОЛЬНЫХ 
РАКОМ МОЧЕВОГО ПУЗЫРЯ ПОСЛЕ ОПЕРАЦИИ (Me; Q25-Q75)

Показатель

Контрольная группа Больные РМП
Люминол-

зависимая ХЛ 
(n = 56)

1

Люцигенин-
зависимая ХЛ 

(n = 56)
2

Люминол-
зависимая ХЛ 

(n = 46)
3

Люцигенин-
зависимая ХЛ 

(n = 46)
4

Спонтанная хемилюминесценция

Tmax, cек. 505,50
208,50-1502,50

1989,00
1624,00-2440,00

1439,00
673,50-2027,00

p1 < 0,05

2142,00
1318,00-2206,00

Imax, о.е. × 103 6,67
3,04-18,70

1,22
0,79-8,99

14,92
8,30-31,04
p1 < 0,05

14,50
4,37-33,37
p2 < 0,05

S1, о.е. × 105 2,06
1,23-4,60

0,57
0,36-1,93

5,03
1,58-11,89
p1 < 0,05

4,18
0,66-9,93
p2 < 0,01

Индуцированная хемилюминесценция

Tmax, cек. 1270,00
862,00-1779,00

1799,00
719,00-2525,00

1663,50
1284,50-1793,50

1871,50
1378,00-2111,00

Imax, о.е. × 103 10,54
4,98-41,70

1,94
1,10-6,53

23,76
10,45-61,06

p1 < 0,05

23,48
5,34-30,86
p2 < 0,05

S2, о.е. × 105 3,78
1,53-9,40

0,78
0,53-3,21

5,22
1,75-49,88
p1 < 0,05

4,27
1,27-19,70
p2 < 0,05

S2/S1
1,87

1,52-3,00
1,65

1,05-1,75
1,92

1,22-3,03
1,72

0,97-1,92

Примечание. р – статистически значимые различия. РМП – рак мочевого пузыря; ХЛ – хемилюминесценция.
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супероксидных анионов в несколько раз меньше, 
чем соответствующие параметры, отражающие 
активность продукции вторичных АФК. 

Кроме того, у больных РМП в дооперацион-
ном периоде повышена способность нейтрофи-
лов крови к усилению выработки вторичных АФК 
в ответ на стимуляцию in vitro, о чем свидетель-
ствует индекс активации клеток в тесте с люми-
нолом. При этом увеличение уровня продукции 
вторичных АФК может привести к перекисному 
окислению липидов клеточных мембран и от-
разиться на функциональном состоянии клеток.

В период через 10 дней после хирургического 
лечения у больных РМП сохраняются изменения 
кинетики спонтанного люминол-зависмого ХЛ 
ответа нейтрофилов крови и определяются вы-
сокие уровни спонтанной продукции первичных 
и вторичных АФК.

В ходе индуцированной ХЛ реакции наблю-
дается сохранение высокого уровня продукции 
как супероксидных радикалов, так и вторичных 
АФК.

Относительные показатели, характеризующие 
продукцию первичных и вторичных АФК ней-
трофилами крови при стимуляции зимозаном 
in vitro, демонстрируют, что при люминол- и лю-
цигенин-зависимой ХЛ максимальная интен-
сивность свечения увеличивается относительно 
спонтанной на 59,24% и 61,93% соответствен-
но, а общее количество активных кислородных 
радикалов остается практически неизменным 
и соответствует уровню спонтанной продукции 
первичных (4,27 × 105; 4,18×105 соответственно) 

и вторичных (5,22 × 105; 5,03 × 105 соответствен-
но) АФК. 

Соотношение первичных и вторичных АФК 
в стимулированных in vitro нейтрофилах крови 
у больных РМП в данный период наблюдения 
составляет 1:1. Это отражает дисбаланс механиз-
мов, регулирующих продукцию первичных и вто-
ричных высокоэнергетических кислородных ме-
таболитов.

Величина индексов активации нейтрофилов 
крови у больных РМП через 10 дней после хи-
рургического лечения свидетельствует о сохра-
ненных компенсаторных метаболических воз-
можностях АФК-продуцирующих систем клетки, 
причем как в начале цепи преобразования актив-
ных радикалов, так и на этапе суммарного эф-
фекта.

Заключение
Результаты проведенного исследования вы-

явили у больных РМП изменения кислородоза-
висимого метаболизма в нейтрофилах перифе-
рической крови в период до операции и через 10 
дней после хирургического лечения. Изменения 
зарегистрированы не только на начальном этапе 
окислительных реакций, но и на уровне продук-
ции вторичных АФК. Нарушено соотношение 
первичных и вторичных высокоэнергетических 
внутриклеточных оксидантов, что не может 
не повлиять на развитие полноценного цитопа-
тического эффекта нейтрофилов в отношении 
как микроорганизмов, так и опухолевых клеток. 
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