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ВВЕДЕНИЕ

Согласно современному определению, сеп-
сис представляет собой жизнеугрожающую 
органную недостаточность, вызванную дисре-
гуляцией иммунного ответа на инфекцию [1]. 
Тенденция к генерализации инфекции у боль-
ных, перенесших оперативные вмешательства на 
кишке, реализуется за счёт комплексного влия-
ния на иммунную систему транслоцирующейся 
микрофлоры и продуктов распада. Массовое 
появление молекулярных паттернов, ассоции-
рованных с патогенами или тканевым повреж-
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Дисфункция нейтрофилов ассоциирована с разнообразными инфекционными процессами, 
в частности, с сепсисом и другими послеоперационными осложнениями бактериальной приро-
ды. Количественная оценка функциональной активности нейтрофилов является перспективным 
направлением ранней диагностики инфекционно-септических осложнений в клинической прак-
тике. Целью работы стало исследование взаимосвязи функциональных показателей нейтрофилов 
(экспрессия CD64 и окислительный метаболизм) и стандартных клинико-лабораторных марке-
ров воспаления у пациентов, перенёсших операции на толстой кишке. Обследовано 49 пациен-
тов оперированных по поводу колоректального рака III – IV стадии; оценивали уровень лакта-
та, С-реактивного белка, баллы шкалы sepsis-related organ failure assessment (SOFA) и выполняли 
бактериологическое исследование. Экспрессию CD64 определяли методом проточной цитоме-
трии; окислительный метаболизм исследовали с помощью хемилюминесцентного (ХЛ) анализа 
с двустадийной активацией с последующей автоматической деконволюцией сигнала. Показано, 
что развитие осложнений сопровождается повышением экспрессии CD64, а также увеличением 
светосуммы люминол-зависимой внутриклеточной ХЛ и снижением интенсивности люцигенин-
зависимой внутриклеточной ХЛ. Прогрессия полиорганной недостаточности, вызванная септи-
ческим процессом, также ассоциирована с увеличением уровня экспрессии CD64 нейтрофила-
ми, причём выявлена сильная значимая корреляция между уровнем лактата и экспрессией CD64. 
Прогностический индекс люминол-зависимой ХЛ достоверно увеличивается лишь при критиче-
ской органной дисфункции; в то время как CD64 характеризует в большей мере нарастание по-
лиорганной недостаточности.

Ключевые слова: сепсис, воспалительные послеоперационные осложнения, нейтрофилы, 
CD64, хемилюминесценция, люминол, люцигенин, биомаркеры
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дением (PAMP, pathogen associated molecular 
pattern и DAMP, danger associated molecular pat-
tern) приводит к запуску провоспалительного 
ответа, сопровождающегося интенсивной се-
крецией активирующих факторов: цитокинов, 
хемокинов, обеспечивающих миграцию клеток 
в очаг повреждения. Формирование провос-
палительного цитокинового окружения вместе 
с молекулами, ассоциированными с тканевым 
повреждением, и антигенами микроорганизмов 
приводит к активации систем врождённой за-
щиты, основным клеточным эффектором кото-
рой является нейтрофил [2].

Нейтрофилы представляют собой наиболее 
часто встречающуюся популяцию лейкоцитов 
взрослого человека. В среднем в циркуляции со-
держится 3,2 × 108 нейтрофилов на 1 кг веса, вре-
мя пребывания нейтрофила в кровотоке в норме 
составляет около 6 часов. Под воздействием фак-
торов хемотаксиса нейтрофил способен поки-
нуть сосудистое русло и мигрировать в очаг вос-
паления. В очаге нейтрофилы выполняют свои 
эффекторные функции: поглощение микроор-
ганизмов, наработку активных форм кислорода 
(АФК), секреторную дегрануляцию, выделение 
цитокинов, а также формирование внеклеточ-
ных хроматиновых сетей [3, 4].

Развитие сепсиса и полиорганной недоста-
точности связано с нарастанием тканевого по-
вреждения, привлечением в очаг и активацией 
всё большего количества нейтрофилов, интен-
сификацией и дальнейшим истощением гра-
нулоцитопоэза, приводящим к формированию 
иммунодефицита. Следует также отметить ак-
тивацию противовоспалительных систем врож-
дённого и адаптивного ответа, выражающуюся 
в увеличении уровня противовоспалительных 
цитокинов, а также в появлении супрессорных 
клеток, таких как Т-регуляторные клетки [5] 
и миелоидные клетки-супрессоры (myeloid-de-
rived suppressor cells, MDSC) [6]. Гранулоцитар-
ные MDSC, образующиеся из предшественни-
ков нейтрофилов, а также незрелые нейтрофилы 
обладают пониженной функциональной актив-
ностью и выраженным иммуносупрессивным 
потенциалом, реализация которого вызывает 
иммунную дисрегуляцию, характерную для сеп-
сиса [7]. Развитие иммунодефицита, прогрессия 
инфекционного процесса и накапливающееся 
тканевое повреждение способны запустить не-
обратимую органную недостаточность, которая, 
в конце концов, может стать причиной гибели 
пациента с сепсисом.

Поскольку нейтрофил играет ключевую роль 
в запуске ответа на инфекцию и в патогенезе 
сепсиса, оценка функциональных характери-
стик нейтрофилов может стать ценным подспо-
рьем для врача, имеющего дело с инфекци он-
но-септическими осложнениями в ежедневной 
практике. На сегодняшний день основным био-
маркером сепсиса, основанным на характери-
стике нейтрофилов, является поверхностная 
экспрессия Fc-γ-ре цеп то ра I типа (CD64). По-
вышение экспрессии CD64 нейтрофилами по-
казано при септических состояниях самого раз-
личного генеза; однако массовое применение 
этого биомаркера затруднено из-за сложности 
стандартизации, которые в значительной мере 
затрудняют интерпретацию результатов иссле-
дования, а также проведение мультицентровых 
исследований [8–10]. В связи с этим целесоо-
бразен поиск и разработка недорогих, простых 
и надёжных методов оценки функциональной 
активности нейтрофилов, пригодных для мас-
сового использования в учреждениях здравоох-
ранения [11]. К таким методам можно отнести 
хемилюминесцентный (ХЛ) анализ активности 
нейтрофилов, который не требует применения 
дорогостоящих препаратов антител, легко стан-
дартизуется и не зависим от субъективного фак-
тора работы оператора. 

Целью предлагаемой работы стала разработка 
показателей ХЛ анализа с двустадийной актива-
цией нейтрофилов для диагностики ин фек ци-
он но-сеп тических послеоперационных ослож-
нений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследовали в динамике нейтрофилы ге-
паринизированной периферической цельной 
крови, полученные от 49 пациентов, перенес-
ших абдоминальные вмешательства по поводу 
колоректального рака. Критериями включения 
стали: возраст старше 18 лет, радикальные опе-
рации по поводу рака нижне- и среднеампу-
лярного отделов прямой кишки, симультанные 
операции по поводу рецидива или первичного 
рака с отдалёнными метастазами (резекция трёх 
и более органов). Включено 49 пациентов ко-
лоректальным раком III–IV стадии в возрасте 
34–83 лет, (среднее 57 ± 3 года). Клинико-ла-
бо раторная оценка выполнялась в следующих 
контрольных точках: день 0 (перед операцией), 
1, 2, 3, 5, 7, затем трижды в неделю до выписки. 
Послеоперационные осложнения возникли у 17 
(34,7%) из 49 пациентов: абсцесс в области ре-
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зицированной печени у 5, реактивный плеврит 
у 1, флегмона передней брюшной стенки у 2, 
перитонит у 7, парез ЖКТ у 2. Диагноз сепси-
са установлен в 14 наблюдениях, 7 из которых 
имели бактериологическое подтверждение бак-
териемии. У 2 пациентов из гемокультуры была 
изолирована Escherichia coli, в остальных случаях 
выделялись Staphylococcus auricularis, Acinetobac-
ter baumanii, Klebsiella pneumoniae. У 2 пациентов 
бактериемия была ассоциирована с микс-ин-
фекцией, в одном случае изолировалась пара 
K. pneumoniae и S. aureus, в другом – A. bauma-
nii и Pseudomonas aeruginosa. Все выделенные из 
крови штаммы микроорганизмов характеризо-
вались высоким уровнем резистентности к ши-
рокому спектру антимикробных препаратов. 
Грамнегативные бактерии (E. coli, K. pneumoniae, 
A. baumanii, P. aeruginosa) продуцировали карба-
пенемазы.

Оценивали и сравнивали динамику конвен-
циональных клинико-лабораторных маркеров – 
лактат, СРБ, шкала sepsis-related organ failure 
assessment (SOFA), экспрессии CD64 нейтрофи-
лами методом проточной цитометрии, а также 
показателей окислительного метаболизма ней-
трофилов. Проточную цитометрию выполняли 
на приборе FC500 (Beckman Coulter, США) с ис-
пользованием анти-CD64-FITC антител (BD, 
США). Окислительный метаболизм оценивали 
методом хемилюминесцентного анализа с дву-
стадийной активацией [12–14]. Образцы цель-

ной крови разводили средой DMEM (ПанЭко, 
Россия), стабилизированной 25 мМ HEPES 
(ПанЭко, Россия) в соотношении 1:21 и инку-
бировали с фор бол-ми ри стат-аце та том (ФМА, 
Sigma) в конечной концентрации 50 нг/ мл при 
37 °C для достижения эффекта праймирования. 
ХЛ анализ включал регистрацию ответа нейтро-
филов после процедуры прайминга на внесение 
10 мкМ N-формил-метионил-лейцил-фе ни ла-
ла нина (ФМЛФ, Sigma); в качестве ХЛ-зонда 
использован 45 мкМ люминол или люцигенин 
(Sigma), для детекции первичных и вторичных 
АФК, соответственно. Для тонкого анализа 
кинетики наработки АФК фагоцитами в среде 
LabView (National Instruments, США) было раз-
работано программное обеспечение, позволяю-
щее выполнять деконволюцию ХЛ-грамм объ-
ективным не зависящим от оператора способом. 
Процедура деконволюции позволяет раздельно 
анализировать параметры кинетических ком-
по нент ре зультирующего ХЛ-ответа.

ХЛ-граммы моделировали автоматически 
с помощью линейной комбинации квадратично-
экспоненциальных функций, каждая из кото-
рых описывала соответствующую фазу синтеза 
АФК в ответ на стимуляцию (рис. 1).

Сравнивали расчётные относительные кине-
тические показатели: интенсивности I = P1 / P3 
и светосуммы S = ∫f(t)dt, а также максимальную 
абсолютную интенсивность ХЛ-сигнала. Отно-
сительная интенсивность характеризует темп 

Рис. 1. Кинетический анализ ХЛ-грамм
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развития данной кинетической компоненты; 
относительная светосумма – общее количество 
АФК, наработанных в процессе развития кине-
тической компоненты. Оценивали светосуммы 
и интенсивности кинетических компонент лю-
минол- и люцигенин-зависимого ответа, а так 
же определяли минимальное и максимальное 
значение соотношения абсолютных интенсив-
ностей люминол- и люцигенин-зависимой ХЛ. 
Методология анализа представлена на рис. 2.

Статистическая обработка выполнена в паке-
те SPSS21 (IBM, США). Построены описатель-

ные статистики (средние величины, медианы, 
доверительные интервалы методом z-оценок, 
коэффициенты вариации); сравнение средних 
величин проведены на основании t-критерия 
Стьюдента после предварительной трансфор-
мации Бокса-Кокса.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Динамика показателей поверхностного фе-
нотипа нейтрофилов у всех пациентов пред-
ставлена на рис. 3. В раннем послеоперацион-

Таблица 1. Параметры функциональной активности фагоцитов при наличии или отсутствии гнойно-септических 
осложнений

Параметр Нет осложнений (n = 32) Есть осложнения (n = 17)

Среднее Медиана Интеркварт. 
размах

Среднее Медиана Интеркварт. 
размах

Лактат, моль/л 0,67 0,6 0,7 2,88 1,6 1,8

СРБ, мг/л 68,7 54,1 66,9 129,6 135,2 97,8

CD64, ед. фл. 0,82 0,8 0,357 1,65 1,49 1,321

Светосумма внутриклет. люминол-
зависимой ХЛ Sвн = S2 + S3, В

72,9 70,2 22,5 98,5 95,6 54,8

Интенсивность быстрой компоненты 
внутриклет. люцигенин-зависимой ХЛ I2 
(люц.), ед. люм. · 10–3

6,4 6,4 5,9 5,7 5,5 5,1

Минимум люм. / люц. соотношения, % 11,4 9,5 9,5 17,3 14,1 21,6

Рис. 2. Схема анализа функциональной активности фагоцитов
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ном периоде (1–2 сутки после вмешательства) 
наблюдается увеличение уровня экспрессии 
CD64 нейтрофилами (p < 0,05), до 4–5 суток на-
блюдается снижение уровня экспрессии CD64 
нейтрофилами, затем – повторное повышение. 
Выделяющиеся и экстремальные значения по-
казателей лактата и CD64 получены у 6 пациен-
тов, умерших от полиорганной недостаточности 
из-за ин фек ци он но-вос па ли тель ных осложне-
ний в течение первых двух недель пребывания 
в стационаре (рис. 3). Пять из этих пациентов 
характеризовались подтверждённой бактерие-
мией, вызванной E. coli (1 случай), A. baumanii 
(2 случая), K. pneumoniaе в сочетании с S. aureus 
(1 случай) и Staphylococcus hominis (1 случай). 
У 5 пациентов имелись инфекционные очаги 
в брюшной полости, ассоциированные с мо-
но-ин фекцией (2 случая) Morganella morganii 
и K. pneumoniaе, а также с микст-ин фек ци ей (3 
случая): E. coli, K. pneumoniaе и P. penerii; Pseu-
domonas oryzihabitans и S. hominis; A. baumanii, 
E. coli, K. pneumoniaе и S. aureus. Все выделенные 
микроорганизмы кроме P. oryzihabitans и S. ho-
minis были полирезистентными к антибактери-
альным препаратам.

Сопоставили значение лабораторных параме-
тров в группах наблюдений, полученных во всех 
контрольных точках у пациентов с наличием 
(n = 17) или отсутствием (n = 32) гной но-сеп ти-
чес ких осложнений. Показано достоверное уве-
личение уровня лактата, СРБ и светосуммы вну-
триклеточной люминол-за ви си мой ХЛ S = S2 + 
S3 (p < 0,001), а также уровня экспрессии CD64 
нейтрофилами (p = 0,001). Кроме того, у паци-
ентов с осложнениями наблюдается снижение 
интенсивности быстрой (p = 0,001) и медленной 
(p = 0,023) компонент внутриклеточного лю ци-
ге нин-за ви си мо го ответа (I2 и I3). Определено 
увеличение минимального значения соотно-
шения абсолютных интенсивностей люминол- 
и лю ци ге нин-за ви си мо го ХЛ-от ве та у больных 
с осложнениями. Описательные статистики рас-
пределений показателей представлены в табл. 1. 
На основании полученных данных построены 
пороговые значения показателей функциональ-
ной активности фагоцитов, нарушение которых 
позволяет предположить риск развития гной-
но-сеп ти чес ких осложнений; проведена оценка 
чувствительности и специфичности предлагае-
мых параметров (табл. 2, рис. 4).

Таблица 2. Пороговые значения параметров функциональной активности фагоцитов, чувствительность и специ-
фичность

Параметр Значение Чувствительность Специфичность

CD64, ед. фл. < 0.85 62% 52%

Светосумма внутриклет. люминол-зависимой ХЛ 
Sвн = S2 + S3, В

< 76 70% 58%

Интенсивность быстрой компоненты внутриклет. 
люцигенин-зависимой ХЛ I2 (люц.), ед. люм. · 10–3

> 5.5 70% 47%

Минимум люм. / люц. соотношения,% < 14 55% 62%

Рис. 3. Динамика показателей у всех обследованных пациентов. Отмечены наблюдения, полученные от пациентов 
с летальным исходом. Обозначения: горизонтальная линия – медиана, ящик – 1-й и 3-й квартили, усы – 95% до-
верительный интервал (р = 0,05), круги – экстремальные значения, звёздочки – выбросы
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Оценка исследуемых диагностических пока-
зателей при различной степени органной дис-
функции выявила, что увеличение значения 
шкалы SOFA ассоциировано с нарастанием лак-
тата, СРБ, экспрессии CD64 и прогностического 
индекса люминол-зависимой ХЛ C = I2 / I3. Вы-
явлена сильная корреляция между содержанием 
лактата и уровнем экспрессии CD64 (коэффи-
циент корреляции Пирсона η = 0,708, р = 0,002). 

Содержание СРБ достоверно (p = 0,006) увели-
чено только в группе критической органной дис-
функции (SOFA > 8) по сравнению с группой без 
дисфункции (SOFA = 0), в то время как прогно-
стический индекс люминол-зависимой ХЛ не 
различается в группах с отсутствием, слабо вы-
раженной и тяжёлой полиорганной недостаточ-
ностью, но достоверно (p = 0,025) возрастает при 
критической дисфункции (рис. 5).

Рис. 4. Показатели функциональной активности фагоцитов при наличии или отсутствии гнойно-септических 
осложнений
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Рис. 5. Показатели функциональной активности фагоцитов при различной выраженности полиорганной недо-
статочности

ОБСУЖДЕНИЕ

У всех пациентов, перенесших вмешатель-
ства по поводу первичного или метастатическо-
го колоректального рака, наблюдается повы-
шение показателей лактата и экспрессии CD64 
в первые двое суток после операции. Это повы-
шение представляет собой ответ на операцион-
ную травму, который при благоприятном тече-
нии послеоперационного периода разрешается 
к 4–5 дню после вмешательства. Дальнейшее 
повышение показателей в динамике происходит 
лишь у пациентов с развившимися ин фек ци-
он но-сеп ти чес кими осложнениями. При этом 
подъём уровня лактата выше 2 ммоль/л и уров-
ня экспрессии CD64 нейтрофилами выше 2 еди-
ниц флуоресценции следует отнести к крайне 
неблагоприятным признакам, поскольку вы-
деляющиеся наблюдения, характеризующиеся 
такими значениями, были получены от пациен-
тов с летальным исходом. Таким образом, ука-
занное увеличение содержания и уровня экс-
прессии CD64 нейтрофилами свидетельствует 
о высоком риске развития бактериемии, ассо-
циированной с полирезистентными штаммами 
бактерий.

Развитие осложнений ассоциировано с подъ-
ёмом содержания лактата и СРБ, что согласу-

ется с литературными данными по сывороточ-
ным биомаркерам инфекционно-сеп ти чес ких 
осложнений. Нейтрофилы при этом характери-
зуются повышением экспрессии CD64, а также 
увеличением светосуммы лю ми нол-за ви си мой 
внутриклеточной ХЛ и снижением интенсивно-
сти лю ци ге нин-за ви си мой внутриклеточной ХЛ. 
Поскольку люцигенин способен детектировать 
су пер ок сид-ра ди кал, а люминол – его метабо-
литы (перекись водорода и гипохло рит-ани он), 
полученные данные свидетельствуют о повы-
шении общей внутриклеточной продукции вто-
ричных АФК. Снижение интенсивности вну-
триклеточного лю ци ге нин-за ви си мо го ответа 
может свидетельствовать, как о снижении вну-
триклеточной продукции супероксид-радикала, 
так и об интенсификации его превращения во 
вторичные цитотоксические кислородные ме-
таболиты. При этом показанное в работе уве-
личение минимального значения соотношения 
абсолютных интенсивностей люминол- и лю-
ци ге нин-за ви си мо го ХЛ-от ве та свидетельствует 
в пользу второй гипотезы. Показатели интенсив-
ности внутриклеточной лю ци ге нин-за ви си мой 
ХЛ и светосуммы внутриклеточной лю ми нол-
за ви си мой ХЛ в нашем исследовании характе-
ризуются большей чувствительностью, а ми-
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нимальное значение соотношения абсолютных 
интенсивностей люминол- и лю ци ге нин-за ви-
си мо го ХЛ-от ве та – большей специфичностью 
по сравнению с конвенциональным маркером 
CD64. Одновременное использование трёх 
предлагаемых показателей ХЛ анализа может 
стать альтернативой цитометрической оценки 
функциональной активности нейтрофилов для 
ранней диагностики сепсиса и гной но-ин фек-
ци он ных осложнений.

Прогрессия полиорганной недостаточности, 
вызванная септическим процессом, ассоции-
рована с подъёмом содержания лактата и СРБ, 
а также увеличением уровня экспрессии CD64 
нейтрофилами. При этом уровень СРБ, так же, 
как и прогностический индекс люминол-за ви-
си мой ХЛ, достоверно увеличивается лишь при 
критической органной дисфункции; в то время 
как возрастание уровня лактата и уровня экс-
прессии CD64 происходит на более ранних эта-
пах полиорганной недостаточности. Сильная 
корреляция между уровнем лактата и экспрес-
сией CD64 нейтрофилами говорит о возможной 
взаимозаменяемости указанных биомаркеров, 
однако этот вопрос подлежит дальнейшему из-
учению.
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Dysfunction of the neutrophils is associated with various infectious processes, particularly, with sep-
sis and other postsurgical bacterial complications. Quantitative evaluation of the neutrophil function is 
a promising approach for early diagnosis of infectious and septic complications in clinical practice. The 
aim of this study was to assess the relationship between functional parameters of neutrophils (CD64 
expression and oxidative metabolism) and standard clinical and laboratory markers of infl ammation in 
patients who underwent large intestine resections. We assessed 49 patients with III – IV stage colorectal 
cancers; we evaluated lactate and C-reactive protein levels, assessed sepsis-related organ failure assess-
ment (SOFA) score and performed bacteriological investigation. CD64 expression was determined by 
means of fl ow cytometry; oxidative metabolism was studied by means of chemiluminescent (CL) analysis 
with double-step activation followed by automatic signal deconvolution. We revealed association between 
complications and the increase of CD64 expression, as well as increase of luminol-dependent intracel-
lular CL light sum and decrease of the lucigenin-dependent intracellular CL intensity. The progression 
of sepsis-associated multiple organ failure is also associated with increase of CD64 expression; strong 
signifi cant correlation between the lactate level and CD64 expression has been shown. The prognostic 
index of luminol-dependent CL signifi cantly increases only in critical organ dysfunction, while CD64 is 
more sensitive to multi-organ failure progression.

Key words: sepsis, infl ammatory post-surgery complications, neutrophils, CD64, chemiluminescence, 
luminol, lucigenin, biomarkers
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