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При эндотоксикозе процесс апоптотической 
гибели моноцитов периферической крови усили-
вается. Однако при этом также возрастает и число 
клеток, гибнущих некрозом. Определение соот-
ношения жизнеспособных клеток, числа клеток, 
гибнущих апоптозом и некрозом, может являться 
прогностическим критерием оценки тяжести эн-
дотоксикоза, перспектив благоприятного исхода 
и успешного лечения заболевания. Перекись во-
дорода, гистамин и серотонин влияют на запуск 
программы апоптоза моноцитов крови доноров 
и больных с эндотоксикозом, однако с различной 
проапоптотической активностью.
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It was revealed that in endotoxicosis the 
process of apoptosis in peripheral blood monocytes 
intensifies. But the number of cells dying by necrosis 
increases as well. The determination of the ratio of 
viable cells, the number of cells dying by apoptosis 
and necrosis, may serve as the predictor of estimation 
the severity of endotoxicosis, prospects for a 
favorable outcome and a successful treatment of the 
disease. Hydrogen peroxide, histamine, serotonin, 
however with the different proapoptotic activity, affect 
on the start of apoptosis program in donor’s blood 
monocytes and in the blood monocytes of the patients 
with endotoxicosis. 
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Введение. Эндотоксикоз как системное 
воспаление приводит к формированию и раз-
витию глубоких метаболических перестроек, 
определяющих широту патофизиологических 

расстройств в организме, сопровождающихся 
глубокими количественными и качественными 
изменениями метаболизма [1, 2]. В связи с этим к 
основным критериям оценки эндотоксикоза, сте-
пени его тяжести относится анализ биохимических 
показателей организма [2]. В то же время, нема-
ловажно знать состояние клеток, их способность 
адекватно реагировать на внешнюю стимуляцию. 
При этом одним из информативных показателей 
статуса клеток может служить их морфологиче-
ская оценка.

Для реализации данной цели цитологи-
ческого исследования наиболее подходящим 
объектом являются моноциты периферической 
крови. Эти клетки являются высокореактивными 
и обеспечивают реализацию важных реакции 
клеточного иммунитета и надзора за эффектив-
ностью протекания физиологических процессов 
в различных тканях и органах [3-5]. Поэтому при 
различных заболеваниях любые, даже, казалось 
бы, малозначимые изменения функциональной 
активности моноцитов и макрофагов могут иметь 
определенное значение в развитии патофизиоло-
гических реакций.

При эндотоксикозе моноциты испытывают 
мощнейший стресс вследствие воздействия на 
их рецепторный аппарат и клеточные мембраны 
в целом широкого спектра химических веществ, 
включая медиаторы воспаления и эндотоксины. 
В этих условиях способность моноцитов реали-
зовывать заложенный в них потенциал является 
основой для успешного разрешения и ограниче-
ния воспалительного процесса, независимо от 
стадии его развития. 

Важнейшей причиной ослабления функци-
ональной активности моноцитов в сосудистом 
русле может выступать запуск процессов апоп-
тоза или некроза, обусловленный воздействием 
на клетки потенциальных индукторов гибели, 
включая реактивные формы активного кислорода, 
окисленные липиды, другие медиаторы воспале-
ния [6]. 

При различных заболеваниях запуск про-
граммы апоптоза клеток может носить как ком-
пенсаторно-приспособительный характер, так и 
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способствовать развитию и хронизации патологи-
ческого процесса [7-10]. В тоже время усиление 
некротических процессов обязательно приводит к 
деструктивным клеточным, тканевым и органным 
изменениям в организме. 

Поэтому анализ жизнеспособности моно-
цитов, их склонности к апоптозу или некрозу 
позволит определить уровень адаптационных, 
компенсаторно-приспособительных возможно-
стей организма при эндотоксикозе и путей его 
коррекции. 

Цель исследования - изучить проапопто-
тическую и пронекротическую активности моно-
цитов периферической крови при эндотоксикозе 
различной степени выраженности, а также при 
действии медиаторов воспаления (перекиси во-
дорода, серотонина, гистамина) в опытах in vitro. 

Материал и методы исследования. Ра-
бота проводилась на фракции мононуклеаров, 
выделенной из периферической крови доноров 
(норма) и больных с острым аппендицитом, 
осложненным перитонитом, у которых зареги-
стрированы явления эндогенной интоксикации 
различной степени тяжести (больные с эндоток-
сикозом). Параметрами формирования выборок 
и оценки эндотоксикоза являлись общепринятые 
лабораторно-клинические и биохимические по-
казатели, такие как содержание молекул средней 
массы (МСМ), общая и эффективная концентра-
ция альбумина (ОКА и ЭКА), резерв связывания 
альбумина (РСА), индекс токсичности (ИТ), индекс 
гипоксии (ИГ), относительное содержание молоч-
ной и пировиноградной кислот [11].

Клетки получали из цельной крови на гра-
диенте плотности с помощью Ficoll-Paque™ 
(ρ=1,077), Sigma, США. Рабочая концентрация 
суспензии составляла 106 кл/мл. Жизнеспособ-
ность клеток определяли в тесте с трипановым 
синим. Пробы инкубировали в СО2-инкубаторе 
при температуре 37ºС в течение 2 часов. Клетки, 
погибающие апоптозом или некрозом, выявляли 
методом флуоресцентной микроскопии (микро-
скоп «Motic BA400»), с помощью Hoechst 33258 
(Sigma, США), акридинового оранжевого, кра-
сителя Гимза (Merk), наборов ApoDetect Annexin 
V-FITC Kit, CellEvent Caspase-3/7 green detection 
reagent (Invitrogen, США). 

В опытах in vitro применяли перекись водо-
рода  в концентрациях 1 мМ и 5 мМ(Sigma, США), 
серотонин (0,1 мМ и 1 мМ) (Sigma, США), гистамин 
(0,2 мМ и 2 мМ) (Sigma, США). Полученные данные 
статистически обрабатывали методом вариаци-
онной статистики с использованием t-критерия 
Стьюдента. Достоверность различия определяли 
в каждой серии по отношению к исходному зна-
чению р.

Результаты исследования и их обсу-

ждение. В работе проводились исследования с 
моноцитами, выделенными из периферической 
крови двух групп: доноров и больных с эндоток-
сикозом. Критерием отнесения к группе доноров 
(норма) являлись значения показателей равные: 
МСМ (λ=280 нм) – 250±19,08(×10-3) усл. ед., МСМ (λ=254 

нм) – 296,4±22,17(×10-3) усл. ед., ОКА – 50,04±2,17 
г/л, ЭКА – 45,09±2,46 г/л, РСА – 0,88±0,04 усл. 
ед., ИТ – 0,13±0,01 усл.ед, содержание молочной 
кислоты – 0,25±0,022 ммоль/г белка, пировиног-
радной кислоты – 0, 035±0,003 ммоль/г белка, ИГ 
– 7,11±0,05. В группе больных с эндотоксикозом 
данные показатели значительно отличались от их 
значений в группе доноров, в частности, величи-
на МСМ была превышена примерно в 1,8 раза, 
значения ОКА, ЭКА, РСА снижены в 1,08, 1,6 и 
1,4 раза соответственно, содержание молочной 
и пировиноградной кислот возрастали в 1,7 и 1,5 
раза соответственно, ИТ превышен в 4,8 раза, 
ИГ – 1,16 раза.

Моноциты, выделенные из периферической 
крови, не имели выраженных признаков апоптоза 
или некроза, жизнеспособность клеток была до-
статочно высока и достигала 96-97%. При эндоток-
сикозе количество гибнущих клеток по сравнению 
с нормой возрастает с 3,5 % до 6,8 %. 

В апототически измененных клетках боль-
ных с эндотоксикозом меняется интенсивность 
свечения (Hoechst 33258, пропидиум иодид), 
смещаются максимумы флуоресценции (акри-
диновый оранжевый) ядерных красителей, чётко 
диагностируется изменение формы ядра, наличие 
фрагментов (апоптотических телец). Возрастает 
свечение аннексина, меченного ФИТЦ (Annexin 
V-FITC), взаимодействующего с полярными 
головками молекул фосфатидилсеринов, транс-
лоцированных на внешний монослой клеточной 
мембраны моноцитов в ходе реализации програм-
мы апоптоза (рис.1). С помощью набора CellEvent 
Caspase-3/7 green detection reagent можно судить 
об активации каспаз 3 и 7, при которой проявляет-
ся свечение красителя, связанного с субстратом, 
расщепляемым активированными каспазами 
(рис. 2). 

Таким образом, программа апоптоза в мо-
ноцитах при эндотоксикозе активируется, однако 
при этом возрастает и число клеток, гибнущих не-
крозом. Очевидно, что определение соотношения 
жизнеспособных и гибнущих клеток, числа клеток, 
гибнущих апоптозом и некрозом, может являться 
прогностическим критерием оценки перспектив 
благоприятного исхода и успешного лечения 
заболевания.

После двухчасовой инкубации клеток с раз-
личными индукторами наблюдалось изменение 
соотношения апоптотических и некротических 
состояний. 
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Рис. 1. Моноциты окрашенные Annexin V-FITC. 1) апоптотически гибнущие клетки, 2) клетки, гиб-
нущие некрозом. Ув. 400.

Перекись водорода в диапазоне концент-
раций 1-10 мМ обладает высокой проапоптоти-
ческой активностью по отношению к моноцитам 
доноров и больных с эндотоксикозом. Признаки 
апоптоза моноцитов проявлялись уже через 1 час 
после добавления перекиси водорода. Наиболь-
шего значения проапоптотический эффект после 
двухчасовой инкубации без усиления некроти-
ческого эффекта достигал при использовании 
вещества в концентрации 1мМ. При этом доля 
апоптотических клеток в норме и группе больных 
с эндотоксикозом отличалась незначительно и 
составляла 37,1 и 38,1 % соответственно (рис. 3). 
Однако при распределении данных относительно 
тяжести эндотоксикоза жизнеспособность моно-
цитов значительно снижалась у больных с эндо-
токсикозом средней тяжести (табл. 1). 

С увеличением концентрации перекиси до 
5мМ в популяции анализируемых моноцитов уси-
ливались и некротические процессы. 

При этом наиболее выраженное проапоп-
тотическое действие 5 мМ перекись водорода 
оказывала на моноциты, выделенные из крови 

доноров (Рис. 3). В клетках, выделенных из крови 
больных с эндотоксикозом, увеличивался проне-
кротический эффект, причем рост был пропорцио-
нален увеличению тяжести эндотоксикоза. Тем не 
менее, количество живых клеток, выделенных из 
крови больных с эндотоксикозом, было на 11,96 % 
выше, чем из крови здоровых доноров (рис. 3). 

Подобный эффект наблюдался при действии 
1мМ серотонина – доля живых клеток доноров 
снижалась на 11,53 % относительно клеток группы 
больных с эндотоксикозом (рис. 3). Увеличение 
концентрации серотонина с 0,1мМ до 1мМ при-
водило к резкому уменьшению жизнеспособности 
моноцитов, выделенных из клеток доноров, – на 23 
%, при этом снижение жизнеспособности клеток 
в группе больных с эндотоксикозом составило 
лишь 2,6 %. В то же время такое разительное 
снижение жизнеспособности клеток доноров со-
провождалось увеличением проапоптотического 
эффекта – доля апоптотических клеток возросла 
с 26,5 % при действии 0,1 мМ серотонина до 40,3 
% при действии 1 мМ. Увеличение концентрации 
серотонина в суспензии клеток, выделенных из 
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крови больных с эндотоксикозом, не вызывало 
подобного проапоптотического эффекта, в целом 
доля апоптотических клеток даже снизилась с 
30,8 % до 29,5 %, пронекротический же эффект 
усиливался на 31,6%.

В то время как действие перекиси водорода 
и серотонина в увеличивающихся концентрациях 
приводило к общему снижению жизнеспособно-
сти, воздействие гистамина производило проти-
воположный эффект. Гистамин в концентрации 
0,2 мМ вызывал снижение жизнеспособности, 
как клеток доноров, так и моноцитов выделенных 
из крови больных с эдотоксикозом, до 57,5 % и 
56,7 %, тогда как в концентрации 2мМ гистамин 
производил меньший эффект – жизнеспособность 
моноцитов составляла 64,5 % и 62,1 %, соответст-
венно (рис.3). При этом увеличение концентрации 
гистамина вызывало усиление пронекротического 
эффекта в клетках обоих групп.

Рассматривая особенности действия медиа-
торов на клетки и ткани в динамике воспалитель-
ного процесса в организме, отметим, что фазово-
временной характер воспаления в конечном итоге 

определяется последовательной активацией 
клеток под влиянием соответствующих медиато-
ров. При этом в ходе развития воспалительного 
процесса активные формы кислорода, серотонин 
и гистамин образуются клетками, участвующи-
ми в воспалении, на разных стадиях процесса 
и оказывают модифицирующее действие на его 
течение [12].

Перекись водорода концентрационно-за-
висимо влияла на жизнеспособность моноцитов 
доноров и больных с эндотоксикозом. Однако 
с ростом тяжести эндотоксикоза способность 1 
мМ перекиси водорода вызывать гибель клеток 
нивелировалась, что, по-видимому, связано с 
потерей чувствительности клеток к действую-
щему фактору и высоким процентом изначально 
гибнущих клеток. В то же время серотонин влиял 
на жизнеспособность моноцитов доноров, но не 
стимулировал гибель моноцитов больных с эндо-
токсикозом различной тяжести.

Наиболее показательным в плане сохранения 
жизнеспособности клеток был эффект гистамина, 
который стимулировал гибель моноцитов доноров 

Рис. 2. Моноциты окрашенные CellEvent Caspase-3/7 green detection reagent. 1) апоптотически 
гибнущие клетки, 2) клетки, гибнущие некрозом, 3) живые клетки. Ув. 400.
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и больных с эндотоксикозом при использовании 
в концентрации 0,2 мМ, однако при увеличении 
концентрации гистамина до 2 мМ проявлялся про-
текторный эффект – число гибнущих клеток, в том 
числе и у больных с эндотоксикозом уменьшалось.

Другим важнейшим критерием патофизиоло-
гической оценки клеток при воспалении является 
определение состояния клеток, гибнущих путем 
апоптоза или некроза. Отметим, что наибольшая 
пронекротическая способность выявлена у пе-
рекиси водорода (5 мМ), у серотонина (1 мМ) и 
гистамина (2 мМ) в высоких концентрациях по от-
ношению к моноцитам больных с эндотоксикозом.

Таким образом, отдельные медиаторы вос-
паления могут по-разному влиять на реализацию 
апоптотической программы моноцитов, течение 
воспалительного процесса и формирование эн-
дотоксикоза. Сбои в исполнении воспалительной 
программы вследствие низкой эффективности 
медиаторных воздействий при недостаточном, 
чрезмерном или непоследовательном образо-
вании отдельных медиаторов воспаления, их хи-
мической модификации могут иметь решающее 
значение в усилении эндотоксикоза.

Очевидно, что «уход» клеток в апоптоз яв-
ляется одной из важнейших причин изменения 
баланса медиаторных влияний и развития кле-

точных дисфункций. В связи с этим анализ жиз-
неспособности моноцитов крови может исполь-
зоваться как диагностический критерий прогноза 
воспалительного процесса, сопровождаемого 
эндотоксикозом. Сделанный вывод о запуске того 
или иного вида суицидной программы, позволяет 
судить о степени ослабления иммунного надзора, 
осуществляемого моноцитами и макрофагами.

Выводы.
1. В патогенезе эндотоксикоза важная роль 

отводится усилению процессов апоптотической 
гибели моноцитов периферической крови. Уси-
ление некротической гибели моноцитов является 
критерием неблагоприятного течения эндоток-
сикоза.

2. Медиаторы воспаления: перекись водо-
рода, гистамин и серотонин влияют на запуск 
программы апоптоза моноцитов крови доноров 
и больных с эндотоксикозом, однако с различной 
проапоптотической и пронекротической актив-
ностью максимальной у перекиси водорода. При 
этом гистамин оказывает протекторное действие 
на гибель моноцитов периферической крови при 
эндотоксикозе.

3. Определение цитологического статуса 
клеток, их склонности к тому или иному пути 
гибели может быть использовано в диагностике 
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Рис. 3 Соотношение живых клеток и клеток, гибнущих апоптозом и некрозом, выделенных из крови 
доноров (норма) и больных с эндотоксикозом (эндотоксикоз). 

Примечание: * – достоверность отличия по отношению к контролю при p < 0,05.
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выраженности эндотоксикоза в дополнение к 
биохимическим критериям оценки.
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