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ИНЖЕНЕРНО-ФИЗИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ
. 1996 г. МАЙ-ИЮНЬ ТОМ 69, № 3

УДК 616.151.4+616.161 J 002

А. И. Тепляков, Н. Г. Кручипский

МОДИФИКАЦИЯ ФУНКЦИОНАЛЬНОГО СОСТОЯНИЯ 
НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ КРОВИ,

ОБУСЛОВЛЕННАЯ КОАГУЛЯЦИЕЙ И НАПРЯЖЕНИЕМ 
СДВИГА, У ПАЦИЕНТОВ С ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ 

СЕРДЦА: ОБЩИЕ ЦИТОХИМИЧЕСКИЕ ФЕНОМЕНЫ

Проведено сравнительное исследование влияния виско- 
зиметрйческой травмы и процесса коагуляции на функци
ональное состояние нейтрофильных гранулоцитов крови 
(НГК) у ~25 пациентов с ИБС. Показаны различные ме
ханизмы клеточной активации под влиянием вискозимет- 
рической травмы у пациентов со стабильным и 
нестабильным течением ИБС, имеющие общие черты с 
активацией НГК под влиянием процесса коагуляции.

Эпидемиологические исследования, проведенйые в последние десятиле
тия, четко продемонстрировали, что некоторые прокоагулянты (в частности, 
фибриноген) являются независимыми от классических факторами риска 
атеросклероза й его осложнений [ 1, 2]. В то же время в работах, посвящен
ных изучению реологических свойств крови, показана значимость повыше
ния концентрации фибриногена как одного из основных факторов 
увеличения вязкости плазмы и/или цельной крови [2-4]. Более того, изу
чение классических факторов риска атеросклероза привело к пониманию 
того факта, что общим для всех их механизмом отрицательного влияния на 
течение Ишемии является повышение вязкости плазмы и ухудшение реоло
гических свойств эритроцитов [5]. Сепарация потока крови в местах изгибов 
и бифуркаций сосудистого ложа приводит к дополнительному повреждению 
сосудистой стенки Под влиянием как турбулентных течений, так и повы
шенной травмйруемости форменных элементов крови, среди которых в уси
лении повреждения эндотелия и инициации тромбоза тромбоцитам и 
лейкоцитам отводится важйейшая роль [1, 2, 4-6].

Рядом экспериментальных исследований показано формирование облас
тей с высоким напряжением сдвига и турбулентных течений в местах ате
росклеротического стеноза с формированием "белого" лейкоцитарно
тромбоцитарного тромба, а постстёнотическая сепарация потока способству
ет появлению областей с низким напряжением сдвига, где формируется 
"красный" фибрии-эритроцитарный тромб и развивается феномен "leuco
cytes plugging" (лейкоцитарная пробка) а сосудах микроциркуляторного 
русла. Это замыкает порочный патогенетический крут и еще более усугуб
ляет нарушение перфузий [3-5, 7]. '

Роль клеточного звена системы гемостаза, особенно нейтрофильных гра
нулоцитов крови (НГК), в патогенезе окклюзионно-тромботических ослож
нений ИБС до сих пор остается наименее ясной, поскольку влияние 
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процессов коагуляции, как и гемореологических условий, на функциональ
ное состояние НГК остается наименее изученным.

Исследования функционального ответа НГК на процессы коагуляции и 
фибринолиза [8] позволили выделить два типа функционального ответа 
НГК.

У пациентов со стабильным течением ИБС процесс коагуляции является 
мощным активационным началом, повышающим чувствительность НГК к 
активационным стимулам, что сопровождается развитием полноценного сек
реторного ответа, степень которого тесно связана с фибринолитическим по
тенциалом крови.

Напротив, у пациентов с нестабильным течением ИБС обнаружено ис
тощение секреторного ответа, связанное с появлением в циркулирующем 
кровотоке активных НГК, обладающих способностью к спонтанной секре
ции содержимого лизосомальных гранул и захвату дополнительных актива
ционных сигналов, в числе которых важная роль принадлежит цитокинам, 
паракоагуляционным дериватам фибриногена и тромбину [8, 9]. Установ
ление зависимости типов функционального ответа НГК от фибринолиза при 
стабильном течении ИБС и от концентрации фибриногена и активности 
тромбоцитарного звена системы гемостаза при нестабильном течении ИБС 
позволило предположить экспрессию различных семейств клеточных адге
зивных молекул при различных вариантах течения ИБС: т.е. протеолити
ческое обнажение лектиноподобных сайтов (L-ceлектинов) при стабильном 
течении ИБС, которое повышает чувствительность НГК к активационным 
стимулам и, следовательно, усиливает риск тромбообразования. При неста
бильном течении ИБС отмечается заинтересованность рецепторов НГК к 
фибриногену (клеточные адгезивные молекулы семейства интегринов) в ре
зультате глубокой активации НГК в циркулирующем кровотоке [8, 9]. С 
учетом изложенного выше представляется актуальным проведение сравни
тельного исследования функционального ответа НГК на процесс коагуляции 
и впскозиметрическую травму при стандартных условиях, заданных на ро
тационном вискозиметре, у пациентов с различными клиническими вариан
тами течения ИБС.

Объектом настоящего исследования явились 25 пациентов с ИБС в воз
расте от 45 до 65 лет (65% - мужчины в возрасте 45-55 лет). У 10 пациентов 
диагностирована прогрессирующая стенокардия, а у 15 - стабильная стено
кардия напряжения второго функционального класса.

Вискозиметрическое исследование образцов плазмы и цельной крови со 
стандартизированным гематокритом (0,4 л/л) проводилось на ротационном 
вискозиметре типа АКР-2 (МП "Комед", Москва) в диапазоне скоростей 
сдвига 200-20 с-1 при температуре 37 °С. Помимо исследования вязкости 
цельной крови рассчитывались индексы деформируемости эритроцитов (от
ношение вязкости крови при скорости сдвига 200 с-1 к вязкости крови при 
100 с-1 ) и агрегации эритроцитов (отношение вязкости крови при 20 с-1к 
этому параметру при 100 с-1). Сдвиговая травма образцов цельной крови 
задавалась на ротационном вискозиметре в стандартных условиях: скорость 
сдвига 200 с-1, экспозиция 30 с, температура 37 °С.

Функциональное состояние НГК исследовано па образцах цельной 
крови с помощью люминесцентного микроспектрального анализа на двух
волновом мпкрофлюориметре-фотометре ДМФ-2 [10] при суправитальном 
окрашивании препаратов крови акридин-оранжем в концентрации 1x10-5 М 
в фосфатном буфере (pH 4,2). .
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3.79

Изменение интенсивностей зеленой («) и красной (б) флуоресценции полиморфно
ядерных лейкоцитов, а также их отношения (в) в зависимости от процесса коагуля
ции и реологического стресса: 1 - исходное значение; 2 - ответ на процесс 
коагуляции; 3 - ответ па реологический стресс; А, Б - 1-й и 2-й типы фупкциональ 

пого ответа лейкоцитов (по вертикали - относительные оптические единицы)

С целью оценки функциональной модификации клеток проводилось ис
следование исходного состояния НГК и изменения микроспектральных ха
рактеристик непосредственно после сдвиговой травмы. Оценивались 
следующие параметры: интенсивность зеленого свечения (ИЗС) отражает 
встраивание флюорохрома в дезоксирибонуклеопротеин и характеризует 
функциональное состояние ядерного аппарата НГК. Интенсивность красно
го свечения (ИКС) при данном градиенте pH характеризует накопление 
красителя в лизосомальном аппарате. Отношение ИКС/ИЗС является ин
тегральным параметром функциональной активности клётки, характеризу
ющим перераспределение акридин-оранжа между упомянутыми клеточными 
структурами [И].

С целью исследования возможной роли повреждения мембран в разви
тии вискозиметрической травмы НГК параллельно до и после нее исполь
зовался тест спонтанного повреждения НГК при окрашивании препаратов 
крови этидиум-бромпдом и докрашивании акридин-оранжем с последующим 
подсчетом процента нежизнеспособных клеток, окрашенных этидиум-бро- 
мидом в характерный красный цвет [10,11].

Исходное состояние реологических параметров образцов крови обследу
емых пациентов характеризовалось некоторым повышением вязкости плаз-

14. Зак. 5270. 453



мы при низких скоростях сдвига, которая при скорости сдвига 20 с-1 пре
высила контрольные значения (3,3 + 0,11 сПз), полученные при Исследо
вании вязкости 10 здоровых доноров, и составила 6,30 + 1,32 сПз 
(р < 0,05)’ Значения индексов агрегации и деформируемости эритроцитов 
(2,43 ± 0,82 и 0,98 ±0,11) по сравнению с контрольными величинами 
(1,10 ± 0,09 и 1,60 ± 0,23, р < 0,05) свидетельствовали о развитии однотип
ных выраженных сладжевых реакций при увеличении "жесткости" эритро
цитарных мембран:

Однако наибольший интерес представляют результаты исследования 
влияния сдвиговой травмы на изменение функциональной активности НГК. 
Обнаружены разнонаправленные изменения микроспектральпых парамет
ров, которые, как в зеркальном отражении, повторяют два типа функцио
нального ответа НГК на процессы коагуляции. Результаты, позволяющие 
сопоставить функциональный ответ на сдвиговую травму у 25 пациентов с 
ИБС и функциональный ответ на процессы коагуляции у 77 пациентов, 
представлены на рисунке. В основу сопоставления положен вариант течения 
ИБС, поскольку второй тип функционального ответа НГК на процессы 
коагуляции обнаружен только при ее нестабильном течении.

У пациентов с первым типом функционального ответа НГК на процессы 
коагуляции и клинически стабильным течением ИБС обнаружено снижение 
интенсивности зеленой и красной флуоресценции при микроскопически на
блюдаемых фагосомах с неокрашенным фибрином, что может быть расце
нено как полноценный секреторный ответ НГК в результате их 
предшествующей активации в процессе коагуляции. Ответ на вискозимет- 
рпческую травму при стабильном течении ИБС сопровождается выраженной 
клеточной активацией: статистически значимым усилением функциональной 
активности как ядерного (рисунок, а, А), так и лизосомального (рисунок,
б, Л) аппарата НГК, что визуально сопровождается появлением "расплас
танных" клеток в результате адгезии. Данная микрофлюорпметрическая 
картина характеризуется умеренным увеличением интегрального показателя 
клеточной активности (рисунок, в, Л).

Исследование исходной жизнеспособности НГК по данным теста спон
танного повреждения в этой группе пациентов не обнаружило повышение в 
образцах числа поврежденных клеток. Следует обратить внимание и на тот 
факт, что активация НГК в отвег на сдвиговую травму не сопровождалась 
повышением количества поврежденных клеток, которое, как и в исходном 
состоянии, не превышало 2%. Таким образом, активация в результате сдви
говой травмы оказалась не связанной с глубокой деструкцией мембран и 
снижением жизнеспособности клеток.

Напротив, у пациентов с прогрессирующей стенокардией и вторым 
типом функционального ответа НГК на процессы коагуляции (активные, 
спонтанно секретирующие НГК в циркулирующем кровотоке с истощением 
секреторного ответа на процесс свертывания крови) наблюдается совершен
но иная микрофлюорпметрическая и микроскопическая картина: отмечаются 
статистически значимые истощение функционального резерва клеточных 
ядер (рисунок, а, Б), быстрое "выгорание" красного свечения в результате 
истощения лизосомального аппарата (рисунок, б, Б), значительно более 
выраженная "раснластанпость" клеток как результат гиперадгезивного со
стояния НГК при умеренном увеличешпі параметра ИКС/ИЗС (рисунок,
в, Б). Совершенно иная картина обнаружена и при исследовании спонтан
ного повреждения НГК: если в исходном состоянии только 1-2% клеток 
оказались нежизнеспособными, то после вискозиметрпческой травмы В пре- 
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паратах обнаружено до 12% поврежденных клеток. Таким образом, у паци
ентов с прогрессирующей стенокардией вискозиметрическая травма еще 
более сокращает жизнеспособность НГК: появление активных клеток со 
спонтанной секрецией приводит к истощению функциональных резервов 
этого клеточного звена, а дополнительная вискозиметрическая травма ещё 
более усугубляет его функциональную недостаточность, что приводит к ги
бели клеток и дальнейшему углублению нарушении клеточно-клеточной, 
коммуникации.

На основании проведенного исследования можно сделать следующие 
выводы:

1. В основе участия НГК в патогенезе стабильного и нестабильного , 
течения ИБС лежат различные механизмы клеточной активации.

2 При стабильном течений ИБС активация НГК, обусловленная сдвиго
вой травмой при пассаже через зоны стеиотического поражения коронарных 
артерий, может способствовать переходу стабильного течения заболевания в 
нестабильное: повышение чувствительности НГК к активационным стиму
лам реализуется посредством кооперативной активации сосудистб-тромбоцй- 
тарного звена системы гемостаза и дополнительной альтерации эндотелия, 
что способствует инициации, тромботического процесса.

3. При нестабильном течении ИБС появление активных НГК в цирку
лирующем кровотоке уже нё связано с вискозиметрцческой травмой, по
скольку важнейшее значение при этом приобретают активирующие влияния 
местных процессов тромбообразования и фибриноген-опосредованная акти
вация НГК со спонтанным выбросом содержимого лизосомальных гранул, 
что, вероятно, еще более усугубляет нарушение гемостазиологического рав
новесия и повреждение эндотелия сосудистой стенки.
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