
25

Hematology and Transfusiology. 2017; 62(1)
Original article

DOI http://dx.doi.org/10.18821/0234-5730-2017-62-1-25-28

4. Cheng G., Saleh M.H., Marcher C., Vasey S., Mayer B., Aivado 
M., et al. Eltrombopag for management of chronic immune 
thrombocytopenia (RAISE): a 6-month, randomised, phase 3 
study. Lancet. 2011; 377(9763): 393–402. doi: 10.1016/S0140-
6736(10)60959-2.

5. Adherence to long-term therapies: Evidence for action. WHO. 
2003. Available at http://www.who.int/chp/knowledge/publications/
adherence_report/en/ (accessed 09 Nov 2016)

6. Official instructions for use of the drug Revoleyd®. State Register 
of Medicinal Products. Available at http://grls.rosminzdrav.ru/
Grls_View_v2.aspx?routingGuid=47fe644f-aba4-433d-91f3-
7bcf620237cf&t= (accessed 09 Nov 2016). (in Russian)

7. Bussel J.B., Cheng G., Saleh M.N., Psaila B., Kovaleva L., Meddeb 
B., et al. Eltrombopag for the treatment of chronic idiopathic 
thrombocytopenic purpura. N. Engl. J. Med. 2007; 357(22): 2237–47.

8. Clinical guidelines for the diagnosis and treatment of idiopathic 

thrombocytopenic purpura (primary immune thrombocytopenia) 
in adults. The National Society of Hematology. Hematology and 
Transfusiology. Russian journal (Gematologiya i Transfusiologiya). 
2015; 60(1):  44–56. Available at http://www.minzdravrb.ru/
minzdrav/docs/itp.pdf (accessed 09 Nov 2016)

9. Gernsheimer T.B., George J.N., Aledort L.M., Tarantino M.D., 
Sunkara U., Matthew Guo D., Nichol J.L. Evaluation of bleeding and 
thrombotic events during long-term use of romiplostim in patients 
with chronic immune thrombocytopenia (ITP). J. Thromb Haemost. 
2010; 8(6): 1372–82. doi: 10.1111/j.1538-7836.2010.03830.x.

10. Guidelines for health care payment methods at the expense of the 
compulsory health insurance system. Federal Compulsory Medical 
Insurance Fund. 2015. Available at http://www.ffoms.ru/news/
ffoms/o-metodicheskikh-rekomendatsiyakh-po-sposobam-oplaty-
meditsinskoy-pomoshchi-za-schet-sredstv-obyazat/# (accessed 09 
Nov 2016)

Поступила 20.10.16
Принята к печати 10.02.17

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2017
УДК 616.155.392.2-053.2-078.33

Турбасова Н.В., Фролова О.В., Соловьев В.С. 

ОЦЕНКА СОСТОЯНИЯ МЕТАБОЛИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ  
НЕЙТРОФИЛОВ У ДЕТЕЙ, БОЛЬНЫХ ОСТРЫМ  

ЛИМФОБЛАСТНЫМ ЛЕЙКОЗОМ
ФГАОУ ВО «Тюменский государственный университет» Минобрнауки России, 625003, г. Тюмень, Россия
Проанализировано функциональной активности фагоцитов периферической крови у 63 детей  

(36 мальчиков и 17 девочек) в возрасте от 1 года до 14 лет, больных острым лимфобластным лейкозом.  
Все больные получали химиотерапию. Контрольную группу составили 79 здоровых детей (35 мальчиков и  
44 девочки) в возрасте от 10 до 14 лет. Выявлено наличие миелосупрессивного воздействия программ-
ной химиотерапии при остром лимфобластном лейкозе у детей, что сопровождалось уменьшением 
среднего цитохимического коэффициента при определении содержания катионного белка и снижением 
фагоцитарной и метаболической активности нейтрофилов в пробах с нитросиним тетразолием.
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катионный лизосомальный белок. 
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ESTIMATION OF THE STATE OF METABOLIC ACTIVITY OF NEUTROPHILS  
IN CHILDREN WITH ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA
Tyumen State University, Tyumen, 625003, Russian Federation

The functional activity of phagocytes of peripheral blood was analyzed. 63 children with acute lymphoblastic 
leukemia (ALL) were included in the study. The age of the patients (36 male and 17 female) was from 1 to 14 years. All 
patients received chemotherapy. The control group consisted from 79 healthy children (35 male and 44 female, aged 
from 10 to 14 years). The effect of myelosuppression of the chemotherapy in ALL children was revealed, which was 
manifested as the decline of the average cytochemical coefficient under the detection of the content of cationic com-
plex protein and the decrease of phagocytic and metabolic activity of neutrophils in the nitro blue tetrazolium test.
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В структуре детской онкологической заболеваемости 
острый лейкоз занимает ведущее место, на его долю прихо-
дится более 30% всех опухолей у детей [1, 2].

Самым распространенным среди злокачественных забо-
леваний кроветворной ткани у детей является острый лимфо-
бластный лейкоз (ОЛЛ), составляя 80–90% случаев острого 
лейкоза [3, 4]. По данным Тюменского областного гематоло-
гического центра, заболеваемость гемобластозами увеличива-
ется в 2 раза каждые 10 лет. Ежегодно стационарное лечение 
в гематологическом центре получает около 1000 больных, из 
них треть – дети [5].

Все виды острых лейкозов среди злокачественных забо-
леваний у детей в Тюменском регионе находятся на первом 
месте. Ежегодно в Тюменской области впервые выявляется до 
20 детей с лейкозами и лимфомами [5].

В Тюменской области за период 2013–2015 гг. среди детей 
0–14 лет произошел рост заболеваемости болезнями крови 
и кроветворных органов (среднемноголетний темп прироста 
+4,7%) [6].

Введение в практику современных интенсивных программ 
химиотерапии привело к существенному улучшению прогно-
за у детей, страдающих ОЛЛ, 5-летняя безрецидивная выжи-
ваемость составляет от 70 до 84% [7].

Несмотря на совершенствование цитостатической и со-
проводительной терапии, инфекционные осложнения на се-
годняшний день являются ведущей причиной смертности, не 
связанной с прогрессированием основного заболевания [8–11]. 
Факторами, определяющими высокий риск развития инфек-
ций грибковой, вирусной и бактериальной этиологии [8] яв-
ляются последствия воздействия цитостатических препаратов 
в виде индуцированной аплазии кроветворения, повреждения 
эпителиальных барьеров, снижения продукции иммуноглобу-
линов, нарушения целостности защитных барьеров, подавле-
ния нормальной микрофлоры слизистых оболочек [12–14].

Способность организма защищаться от инфекций зависит 
не только от сохранности количественного состава, но и от 
качественных характеристик функционально компетентных 
фагоцитирующих клеток и лимфоцитов.

Лейкоциты крови (включая полиморфно-ядерные нейтро- 
филы) больных гемобластозами имеют функциональные де-
фекты уже на начальном этапе заболевания и лечения [15]. 
Цитостатики, глюкокортикоидные гормоны, лучевая терапия 
приводят к резкому усугублению дисфункции фагоцитов (сни-
жение хемотаксиса фагоцитов, уменьшение содержания лизо-
цима в клетках) [15].

Нейтрофилы, обладая уникальной функцией фагоцитоза, 
составляют 1-ю линию неспецифической противомикробной 
защиты. Одна из наиболее важных особенностей нейтрофи-
лов – «респираторный взрыв», результатом которого являет-
ся продукция активных форм кислорода, от которых зависит  
эффективная внутриклеточная гибель микробов, поглощен-
ных фагоцитами. Способность к генерации активных форм 
кислорода характеризует функциональную активность ней-
трофилов, а именно – возможность осуществления завершен-
ного фагоцитоза [16].

Цель работы – изучение состояния функциональной и  
метаболической активности нейтрофилов у детей от 1 года до 
14 лет, больных ОЛЛ.

Материал и методы
Мы исследовали кровь, полученную от 63 детей, больных ОЛЛ, 

в возрасте от 1 года до 14 лет, находящихся на лечении в отделении 
гематологии и химиотерапии Областной клинической больницы  
№ 1 г. Тюмени. Всех детей разделили на 4 группы: 1-я группа –  
12 девочек в возрасте от 1 года до 7 лет, 2-я группа – 16 мальчиков в 
возрасте от 1 года до 7 лет, 3-я группа – 15 девочек в возрасте от 8 до 
14 лет, 4-я группа – 20 мальчиков в возрасте от 8 до 14 лет.

Все дети были с первично установленным диагнозом ОЛЛ, пре-
имущественно L1-варианта по FAB-классификации – цитохимиче-
ская реакция лимфоидных клеток на миелопироксидазу была отри-
цательная, а PAS-реакция – положительная. У детей, больных ОЛЛ, 
выделено два варианта: В-ОЛЛ у 60 (95%), Т-ОЛЛ у 3 (5%) (иммуно-
логические подварианты ОЛЛ у больных детей мы не определяли), 

Все дети находились на индукционной программной химиотерапии 
(ПХТ). Химиотерапию дети, больные ОЛЛ, получали по схеме ALL 
IC-BFM-02. В схему лечения входили цитостатики: винкристин, 
циклофосфан. Забор крови для исследований проводили после 1-го 
индукционного курса химиотерапии (64 дня) на 65-й день. Деление 
больных на группы проведено согласно возрастной периодизации 
онтогенеза человека [17]: 1-я и 3-я группы – дети раннего детства 
и дошкольного возраста; мальчики и девочки 2-й и 4-й групп – дети 
раннего и старшего школьного возраста.

Были сформированы две контрольные группы сравнения – 5-я 
(44 здоровые девочки) и 6-я (35 здоровых мальчика) группы контро-
ля в возрасте от 10 до 14 лет.

О фагоцитарной и синтетической активности фагоцитов мы 
судили по среднему цитохимическому коэффициенту (СЦК) в 
спонтанном и активированном тесте с нитросиним тетразолием 
(НТ-тест) и лизосомально-катионном тесте (ЛК-тест). В основе 
спонтанного и активированного НТ-теста лежит принцип поглоще-
ния гранулоцитами нитросинего тетразолия и восстановления его в 
формазан, выявляемый в виде гранул синего цвета [18].

Методически НТ-тест выполняли следующим образом: в 2 плас- 
тиковые центрифужные пробирки (объем 10 мл), содержащие  
50 мкл раствора гепарина, вносили по 100 мкл капиллярной крови 
и после перемешивания в одну из них добавляли 50 мкл продигио-
зана (бактериальный полисахарид, выделенный из микроорганизма 
Bacterium рrodigiosum) для стимуляции нейтрофилов, в другую – 
50 мкл буферного раствора. В обе пробирки вносили по 50 мкл 
раствора нитросинего тетразолия с осторожным перемешиванием 
компонентов и затем инкубировали 30 мин при температуре 37 °С, 
повторное перемешивание проводили через каждые 5 мин. Далее 
пробирки охлаждали проточной водой примерно до 29–30 °С и цен-
трифугировали при 450g 5 мин. Надосадочную жидкость удаляли, 
осадок аккуратно перемешивали в центрифужной пробирке. Мазки 
готовили на обезжиренных стеклах. Приготовленные мазки суши-
ли на воздухе, затем фиксировали 10 мин в 96% этиловом спирте. 
Высушенные после фиксации мазки дофиксировали над пламенем 
спиртовки (температура около 800 °С). Окраску проводили, нанося 
на стекла 350 мкл сафранина. Через 5 мин добавляли такое же ко-
личество дистиллированной воды. Выдерживали 3 мин, промывали, 
высушивали и просматривали под микроскопом в иммерсионной 
системе при увеличении 90.

Различают спонтанный и стимулированный НТ-тест. Результаты 
спонтанного теста указывают на количество активированных нейтро-
филов в крови больного, например под влиянием инфекции [16, 18].

Результаты стимулированного теста дают представление о спо-
собности исследуемых нейтрофилов к активации in vitro. Этот тест 
фактически характеризует их бактерицидную способность. Соот-
ветственно снижение активности и интенсивности фагоцитоза рас-
ценивают как показатель снижения фагоцитирующей способности 
нейтрофилов, метаболического резерва, как недостаточности их 
противомикробной функции. Этот тест следует проводить при сни-
женном числе спонтанных НТ-положительных клеток у больного с 
бактериальной инфекцией, чтобы выявить наличие или отсутствие 
дефекта кислородзависимого механизма киллинга бактерий и ми-
кроорганизмов стимулированными нейтрофилами.

В основе ЛК-теста лежит принцип избирательной окраски ка-
тионных белков бромфеноловым синим [19]. На свежие мазки на-
носили 300 мкл сульфосалициловой кислоты и фиксировали в те-
чение 1,5 мин. Тщательно промывали дистиллированной водой и 
высушивали. Окрашивали 0,1% раствором бромфенолового синего 
в течение 1–2 мин. На мазки наносили по 100 мкл красителя. Кра-
ситель 3-кратно смывали 100 мкл боратного буфера, докрашивали 
раствором основного фуксина в течение 1 мин. Остатки красителя 
отмывали проточной водой и после высыхания микроскопировали 
под объективом (ув. 90) с масляной иммерсией. Катионный белок 
выявлялся в цитоплазме нейтрофилов в виде синих гранул. Тест по-
зволяет оценить активность кислороднезависимого механизма бак-
терицидности фагоцитов по уровню катионных белков в лизосомах 
полиморфно-ядерных нейтрофилов, которые способны нейтрализо-
вать фагоцитированные бактерии [20].

Для проведения тестов использовали наборы реактивов ООО 
«Реакомплекс» (Чита, Россия).

В НТ-тесте и ЛК-тесте для оценки метаболической активности 
нейтрофилов использовали СЦК, основанный на выявлении различ-
ной степени интенсивности специфической окраски. В зависимости 
от нее исследуемые элементы делили на 4 группы: с отрицательной 
реакцией (-); слабоположительной (+); положительной (++); резко 
положительной (+++) [7].
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В результате проведенного ими исследования было установле-
но, что ПХТ, столь эффективная в лечении ОЛЛ, не действует 
избирательно только на опухолевые клетки, а оказывает гене-
рализованное цитостатическое влияние. Было показано, что 
нормальный лейкоцитарный состав периферической крови 
сочетается с серьезными нарушениями секреторной функции 
полиморфно-ядерных нейтрофилов.

Можно с достаточным основанием утверждать, что имен-
но эти миелоидные клетки являются объектом неспецифиче-
ского влияния ПХТ [27, 28].

В наших наблюдениях ПХТ при ОЛЛ у детей вызывала 
нарушение функции нейтрофилов, что приводило к умень-
шению СЦК катионных лизосомальных белков и снижению 
фагоцитарной и метаболической активности нейтрофилов в 
НТ-тесте.

Наши данные согласуются с результатами Г.А. Ермакова 
[29], который выявил у детей с В-линейным ОЛЛ независимо 
от наличия инфекционного осложнения и выраженности ней-
тропении, достоверное снижение активности нейтрофильных 
фагоцитов в спонтанном и индуцированном НТ-тесте.

Т.Г. Кадричева и соавт. [7, 21] у детей, больных ОЛЛ, полу-
чавших программную ПХТ, отметили более низкий, чем у здо-
ровых детей, ответ на стимуляцию зимозаном нейтрофилов  
(в методе люминолзависимой хемилюминесценции), что  
характеризует снижение функциональных резервов нейтро-
фильных гранулоцитов.

О.В. Смирнова и В.Т. Манчук [10] отметили, что хемилю-
минесцентная активность нейтрофилов больных ОЛЛ снижа-
ется на стадии наступления полной ремиссии и повторного ре-
цидива, что, вероятно, обусловлено истощением внутренних 
резервов организма.

Угнетение функциональной активности нейтрофилов на 
фоне химиотерапии при ОЛЛ наблюдали и Е.В. Борисова и 
соавт. [15]. Изменения сопровождались повышением интен-
сивности процессов перекисного окисления липидов. Отме-
ченная авторами сниженная функциональная активность ней-
трофильных гранулоцитов у больных ОЛЛ на фоне ПХТ и во 
время ремиссии служила предрасполагающим фактором для 
развития тяжелых инфекционных осложнений [10].

Таким образом, миелосупрессивное воздействие ПХТ при 
ОЛЛ у детей сопровождалось уменьшением СЦК катионных 
белков и снижением фагоцитарной и метаболической актив-
ности нейтрофилов в НТ-тесте.
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Все результаты обработаны статистически с помощью программ 
Biostat и Microsoft Exel 2007 с определением средней арифметиче-
ской (М) и ошибки средней арифметической (m). Статистическую 
значимость различий оценивали по t-критерию Стьюдента.

Результаты
В нашем исследовании фагоцитарную активность опреде-

ляли на фоне лечения больных детей цитостатическими пре-
паратами, которые способны негативно изменять неспецифи-
ческие защитные механизмы организма, в частности способ-
ность нейтрофилов к фагоцитозу.

Таким образом, о подавлении активности полиморфно-
ядерных нейтрофилов, мы судили по СЦК катионного лизосо-
мального белка в фагоцитах детей, больных ОЛЛ.

Для сравнения изучали СЦК катионного лизосомального 
белка в фагоцитах у детей группы контроля.

Анализ данных показал, что у детей, больных ОЛЛ, проис-
ходило снижение СЦК катионного лизосомального белка как 
по сравнению с нормой, так и по сравнению с показателями 
группы контроля (табл. 1). У обследованных девочек 1-й и 2-й 
групп СЦК лизосомального катионного белка составил 0,51 ± 
0,06 и 0,51 ± 0,04 усл. ед. соответственно относительно нормы 
(1,23 ± 0,015 усл. ед).

Отмечалось снижение СЦК как в спонтанном, так и в ак-
тивированном тесте поглощения НТ у больных детей всех че-
тырех групп по сравнению с нормой (табл. 2): у девочек 1–7 и 
8–14 лет СЦК спонтанного НТ-теста составил 5,52 ± 0,37 и 5,58 
± 0,91 усл. ед. соответственно; у мальчиков 2-й и 4-й групп СЦК 
спонтанного НТ-теста составил 5,53 ± 0,39 и 5,11 ± 0,45 усл. 
ед. соответственно, что значительно ниже нормы (9,34 усл. ед.).

У девочек 1-й и 3-й групп и мальчиков 2-й и 4-й групп в 
активированном варианте НТ-теста СЦК также был ниже нор-
мы (13,3 усл. ед.): у девочек 6,96 ± 0,33 и 6,86 ± 0,78 усл. ед. 
соответственно; у мальчиков 6,95 ± 0,45 и 6,22 ± 0,43 усл. ед. 
соответственно.

Кроме того, у детей, больных ОЛЛ, метаболическая актив-
ность нейтрофилов в активированном НТ-тесте была незначи-
тельно выше, чем в спонтанном варианте НТ-теста.

Снижение поглотительной и бактерицидной функции фа-
гоцитов мы связываем с меньшей активностью ферментных 
систем (НТ-тест) и уменьшением содержания лизосомального 
катионного белка в результате миелосупрессивного воздей-
ствия ПХТ при ОЛЛ у детей.

Обсуждение
Инфекционные осложнения являются одной из самых  

частых причин смерти больных лейкозами. Поэтому в послед-
ние годы уделяют все больше внимание изучению неспецифи-
ческого иммунитета при лейкозах [21–26]. 

Полученные данные мы интерпретируем на основании 
исследования коллектива авторов НИИ детской гематологии 
Минздрава РФ (Москва) во главе с Е.Б. Владимирской [27, 28]. 
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Т а б л и ц а  2
СЦК спонтанного и активированного НСТ-теста у детей,  

больных ОЛЛ (М ± m)

Группа детей
СЦК НСТ-теста, усл. ед.

спонтанного  
(норма 9,34 усл. ед.)

активированного  
(норма 13,3 усл. ед.)

1-я (n = 12) 5,52 ± 0,37 6,96 ± 0,33***

2-я (n = 16) 5,53 ± 0,39 6,95 ± 0,45*

3-я (n = 15) 5,58 ± 0,91 6,86 ± 0,78
4-я (n = 20) 5,11 ± 0,45 6,22 ± 0,43

П р и м е ч а н и е. * – p < 0,05; *** – p < 0,001 – статистическая зна-
чимость различий по сравнению с СЦК спонтанного НСТ-теста; 
n – число детей в выборке.

Т а б л и ц а  1
СЦК катионного лизосомального белка в фагоцитах  

периферической крови у здоровых и больных ОЛЛ детей (М ± m)

Группа детей СЦК катионного лизосомального белка, усл. ед. 
(норма 1,23 ± 0,015 усл. ед.)

1-я (n = 12) 0,51 ± 0,06
2-я (n = 16) 0,62 ± 0,07
3-я (n = 15) 0,51 ± 0,04* (3-я; 5-я)
4-я (n = 20) 0,71 ± 0,03** (3-я; 4-я)
5-я (n = 44) 1,29 ± 0,16
6-я (n = 35) 1,30 ± 0,34

П р и м е ч а н и е. * – p < 0,05 – статистическая значимость разли-
чий по сравнению со здоровыми девочками;** – p < 0,01 – статисти-
ческая значимость различий по сравнению с больными девочками; 
n – число детей в выборке; в скобках указаны группы детей, между 
которыми зарегистрированы статистически значимые различия.
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