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последние годы установлено, что нейтрофиль-

ные гранулоциты (НГ) играют важную роль 

в развитии сахарного диабета (СД) [1, 2, 3]. До-

казано участие нейтрофилов в разрушении β-клеток 

поджелудочной железы (ПЖ), патогенезе микроваску-

лярных повреждений [4]. Зарегистрировано снижение 

числа периферических полиморфноядерных лейкоцитов 

(ПМЯЛ), предшествующее дебюту заболевания и сопро-

вождающее развитие СД 1 типа (СД1), что может быть 

связано с их аккумуляцией в экзокринной части ПЖ [3]. 

Функциональное состояние нейтрофильных 
гранулоцитов и маркеры апоптоза 
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В последние годы доказано, что полиморфноядерные лейкоциты играют важную роль в развитии сахарного диабета (СД). 
Дисфункция нейтрофилов способствует повреждению ткани поджелудочной железы, а также повышенной восприимчи-
вости к инфекции при СД 1 типа (СД1). 
Цель. Изучение функциональной активности нейтрофильных гранулоцитов (НГ) при СД1 у детей.
Материалы и методы. Обследовано 25 детей в возрасте от 7 до 15 лет. Для оценки программируемой клеточной гибели 
выявляли количество НГ, экспрессирующих маркеры апоптоза (CD95, CD95L, Bcl2). Функциональную активность НГ опре-
деляли по показателям фагоцитоза, уровню миелопероксидазы, лизосомальных катионных белков, активных радикалов 
кислорода. 
Результаты. Установлено снижение бактерицидной активности НГ с дефицитом поглощения, секреции активных ради-
калов кислорода, функционального резерва. Показано увеличение готовности к апоптозу, что сопровождалось повышением 
экспрессии CD95, снижением – Bсl2. Выявлено увеличение цитотоксического потенциала нейтрофилов в виде повышения 
уровня миелопероксидазы и лизосомальных катионных белков. 
Заключение. Увеличение апоптотического потенциала НГ на фоне функционально-метаболических изменений может яв-
ляться отражением их активного вовлечения в иммунопатогенез заболевания. 
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In recent years, polymorphonuclear leukocytes have been proven to play an important role in the development of diabetes melli-
tus (DM). Neutrophil dysfunction contributes to pancreatic tissue damage as well as an increased susceptibility to infection in type 1 
DM (T1DM) patients.
Objective. The objective of this study was to investigate the functional activity of neutrophil granulocytes (NGs) in children with T1DM.
Materials and methods. This study involved 25 children aged 7–15 years. To evaluate programmed cell death, the number of NGs 
expressing apoptosis markers (CD95, CD95L and BCL2) was determined. The functional activity of NGs was determined in terms of 
phagocytosis and the levels of myeloperoxidase, lysosomal cationic proteins and active oxygen radicals.
Results. A reduction in the bactericidal activity of NGs with deficiencies in phagocytosis, secretion of active oxygen radicals and func-
tional reserve was found. An increase in the apoptotic potential of NGs was demonstrated, which was accompanied by an increase in 
CD95 expression and a decrease in BCL2 expression. An increase in the cytotoxic potential of neutrophils in the form of enhanced levels 
of myeloperoxidase and lysosomal cationic proteins was revealed.
Conclusions. Therefore, an increase in the apoptotic potential of NGs associated with functional and metabolic changes may reflect the 
active involvement of NGs in the immunopathogenesis of T1DM.
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Установлено, что на ранних этапах развития инсулитов 

происходит направленная миграция в ПЖ лейкоцитарных 

клеток, способных к локальной секреции провоспалитель-

ных цитокинов, а также цитотоксических ферментов, ак-

тивных форм кислорода, инициирующих апоптоз и некроз 

β-клеток [5]. При этом гипергликемия считается одним 

из факторов, повышающих деструктивный потенциал 

НГ [6]. Показана роль полиморфноядерных лейкоцитов 

в развитии диабетической ангиопатии, ретинопатии [7, 8]. 

Получены данные об участии нейтрофилов в патогенезе 

диабетической нефропатии. Установлено, что тубулярные 

и мезенхимальные клетки почек при диабете продуцируют 

большое количество хемокинов, потенцирующих приток 

лейкоцитов и их адгезию с последующим синтезом провос-

палительных цитокинов, склерозом гломерул и фиброзом 

интерстициальной ткани [9].

У больных СД1 выявляются дефектный хемотак-

сис, низкая бактерицидная активность нейтрофилов, 

аномальная продукция супероксида, лейкотриенов, се-

креция лизосомальных ферментов, а также изменение 

базального уровня внутриклеточного кальция [10, 11].

Очень мало известно об апоптозе ПМЯЛ при СД1. 

Ранние исследования выявили увеличение скорости 

апоптоза нейтрофилов [12] и были сосредоточены на не-

способности отложить апоптоз этих клеток у больных 

СД1 при стимуляции липополисахаридом [12, 13]. Вы-

сказывалось мнение о том, что гипергликемия увели-

чивает апоптоз НГ [1]. В последующем было показано 

снижение апоптоза ПМЯЛ в клинических и эксперимен-

тальных исследованиях, что, вероятно, способствовало 

накоплению нейтрофилов в воспалительном экссудате 

и повреждению тканей, а также предрасполагало к за-

тяжным стафилококковым инфекциям при СД1 [1, 2]. 

НГ являются основными клетками врожденного 

иммунитета. Изменение их структурно-метаболиче-

ского статуса является основой низкой резистентности 

больных СД, их подверженности инфекционным забо-

леваниям [2, 3, 14]. Частой причиной обращения за меди-

цинской помощью становятся инфекции ЛОР-органов и 

дыхательных путей, мочеполового и желудочно-кишеч-

ного трактов, инфекции кожи и мягких тканей [14]. 

Несмотря на очевидную значимость проблемы, роль 

ПМЯЛ в развитии СД1 у детей окончательно не установ-

лена. Дискутируется участие НГ в возникновении и раз-

витии заболевания. Имеющиеся в литературе данные 

демонстрируют нарушение клеточной функции нейтро-

филов как в сторону активации, так и в сторону инги-

бирования. Дальнейшее изучение маркеров апоптоза 

нейтрофилов крови и их функционального состояния 

имеет большое клиническое значение, поскольку их на-

рушение способствует повреждению ткани ПЖ, а также 

повышенной восприимчивости к инфекции при СД1. 

Цель

Цель исследования состояла в изучении функцио-

нальной активности и маркеров апоптоза НГ при СД1 

у детей.

Материалы и методы

Обследовано 25 детей с СД1 в возрасте 7–15 лет 

(табл. 1). Пациенты были разделены на группы в зави-

симости от длительности заболевания. В группу I вошли 

12 детей с длительностью заболевания менее 3 лет. Сред-

ний возраст пациентов составил 9,7±0,42 лет, средняя 

длительность заболевания – 1,7±0,49 лет. В группу II 

включены 13 детей с длительностью СД1 более 3 лет. 

Средний возраст детей составил 13,3±0,99 лет, сред-

няя длительность заболевания – 7,1±0,88 лет. Показа-

тели гликированного гемоглобина в группе I достигали 

11,3±0,90%, в группе II – 10,0±0,71%. 

Контрольную группу составили 15 здоровых детей 

в возрасте 7–15 лет. 

Всеми пациентами и их родителями были подписаны 

информированные согласия на участие в исследовании.

Для оценки программируемой клеточной гибели 

выявляли количество НГ, экспрессирующих маркеры 

апоптоза. Нейтрофилы выделяли на двойном градиенте 

плотности Ficoll-Paque и фиколл-урографин (GE Health-

care, Швеция). Суспензию клеток трижды отмывали 

в среде RPMI-1640 («Вектор-Бест», Россия). В культурах 

нейтрофилов оценивали количество клеток, экспрес-

сирующих рецепторы CD95, CD95L, Bcl2 методом про-

точной цитометрии с использованием моноклональных 

антител (Invitrogen, США). 

Фагоцитарный индекс определяли по способности 

НГ поглощать частицы меламиноформальдегидных ла-

тексов. Уровень кислородзависимой бактерицидности 

НГ оценивали в тесте восстановления нитросинего те-

тразолия (НСТ-тест) по числу клеток, содержащих фар-

мазан (фармазанположительные клетки). Содержание 

лизосомальных катионных белков (ЛКБ) определяли ме-

тодом Шубича М.Г., уровень миелопероксидазы (МП) – 

методом Грэхема–Кнолля. Рассчитывали средний 

цитохимический коэффициент по принципу Астальди.

Оценку сопутствующих инфекционно-воспалитель-

ных заболеваний проводили на основании клиниче-

ского обследования в специализированном отделении 

и анализа амбулаторных карт из детской поликлиники, 

принимая во внимание результаты диспансерного на-

блюдения у педиатра, отоларинголога, дерматолога. 

Для статистического анализа данных исполь-

зовали пакет программ Primer of Biostat 4,0, At-

testat 10.5.1. Для оценки межгрупповых различий 

применяли дисперсионный анализ повторных изме-

Таблица 1

* p<0,05 – достоверность различий по сравнению с группой II 

(критерий Ньюмена–Кейлса, критерий Данна)

Характеристика клинических групп

Показатель I группа (n=12) II группа (n=13)

Средний возраст, лет 9,7±0,42 13,3±0,99

Средняя длительность 
заболевания, лет

1,7±0,49* 7,1±0,88

HbA1с, % 11,3±0,90 10,0±0,71
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рений с вычислением критериев Ньюмена–Кейлса, 

Данна. Анализ качественных признаков выполнялся 

с использованием критерия χ2. Количественные зна-

чения с нормальным распределением были представ-

лены как среднее±стандартная ошибка средней (X±sx); 

признаки, характеризующиеся ненормальным рас-

пределением – в виде медианы и интерквартильного 

(25 и 75 процентили) размаха (Me (Q1-Q)). Достовер-

ными считали различия при р<0,05.

Результаты 

При изучении функциональной активности ПМЯЛ 

установлено снижение уровня фагоцитоза у детей с дли-

тельностью заболевания более 3 лет (72,9±2,35, p<0,05). 

У пациентов с длительностью СД1 менее 3 лет показа-

тели фагоцитоза не отличались от контрольной группы 

(табл. 2). 

Показатели оксидазной активности НГ по дан-

ным спонтанного НСТ-теста достоверно уменьшались 

по сравнению с контрольной группой, уровень функцио-

нального резерва (ИС НСТ) был снижен у детей с дли-

тельностью заболевания более 3 лет. 

При сравнительной характеристике показателей 

функциональной активности НГ в группе детей, стра-

дающих СД1 более 3 лет, установлены более низкие по-

казатели фагоцитоза (p<0,05) и ИС НСТ-теста (p<0,05) 

(табл. 2) по сравнению с детьми, болеющими менее 3 лет. 

У пациентов обеих групп выявлено увеличение цито-

энзимохимических показателей – уровня МП и лизосо-

мальных катионных белков по сравнению с контрольной 

группой (с более высокими значениями МП у детей 

с длительностью заболевания более 3 лет). 

При исследовании маркеров апоптоза установлено 

увеличение экспрессии проапоптотических маркеров 

CD95, снижение антиапоптотических – Bсl2 (табл. 3). 

Максимальные показатели CD95 зарегистрированы 

у детей с длительностью заболевания более 3 лет. 

Установлено увеличение процента ПМЯЛ, имеющих 

на своей поверхности CD95L. Наиболее высокие пока-

затели выявлены у детей с длительностью заболевания 

более 3 лет. 

Развитие сопутствующих инфекционно-воспа-

лительных заболеваний отмечено у 72% включенных 

в исследование детей, что превышало аналогичные по-

казатели в контрольной группе (20%), p<0,05. 

Частые респираторные инфекции регистрировались 

у детей обеих групп (табл. 4). Хронический тонзиллит 

диагностировался у 33,4% в группе I и у 30,8% в группе 

II. Хронический гайморит встречался только в группе II 

(23,1%). 

Инфекции мочевыводящих путей верифицирова-

лись в единичных случаях. Цистит был выявлен в 8,3% 

в группе I и в 7,7% в группе II. Хронический пиелонеф-

рит был диагностирован только в группе II (15,4%). 

Заболевания кожи встречались у 16,7% детей в группе 

I и у 41,7% – в группе II. В структуре патологии имели 

место стрептодермии – у 16,7% детей в группе I и у 15,4% 

в группе II, рецидивирующий herpes в группе II – 23,1%, 

аллергический дерматит – у 8,3% и 23,1% соответственно.

В единичных случаях у детей группы I (8,3%) отме-

чался кандидоз слизистой полости рта. У школьников 

длительностью СД1 более 3 лет наблюдались повторные 

эпизоды стоматита (23,1%).

При сравнительной характеристике частоты инфек-

ционно-воспалительных заболеваний в зависимости 

от длительности заболевания более высокие показатели 

отмечались у детей II группы. Однако достоверных меж-

групповых различий получено не было, что, вероятно, 

связано с небольшим объемом выборок. 

Таблица 2

КБ – катионные белки, МП – миелопероксидаза, НСТ – фармазанположительные клетки, ИС НСТ – индекс стимуляции в НСТ-тесте; 

*p<0,05 – достоверность различий по сравнению с контрольной группой, **p<0,05 – достоверность различий по сравнению 

с группой I (критерий Ньюмена–Кейлса, критерий Данна).

Показатели функциональной активности НГ у детей с СД1

Показатели Длительность СД1 менее 3 лет (I) Длительность СД1 более 3 лет (II) Контрольная группа

Фагоцитоз, % 82,6±2,33 72<9±2<35* ** 81<0±1<65

КБ (СЦК), усл. ед. 1,8±0,04* 1<7±0<05* 1<4±0<03

МП (СЦК), усл. ед. 2,5±0,03* 2<7±0<07* ** 2<1±0<02

НСТ, % 3,0±0,41* 3<6±0<58* 7<7±0<7

ИС НСТ, усл. ед. 2,5±0,37 1<7±0<36* ** 2<6±0<05

Таблица 3

CD95 – рецептор, опосредующий апоптоз, CD95L – лиганд CD95 рецептора, Bсl2 – рецептор резистентности к апоптозу; 

*p<0,05 – достоверность различий по сравнению с контрольной группой; **p<0,05 – достоверность различий по сравнению 

с группой I (критерий Ньюмена–Кейлса, критерий Данна).

Показатели апоптоза НГ у детей с СД1

Показатели Длительность СД1 менее 3 лет (I) Длительность СД1 более 3 лет (II) Контрольная группа

CD95, % 77,6 (71,15–83,99)* 87,93 (84,24–91,63)* ** 58,43 (54,95–1,90)

CD95L, % 9,5 (8,14–10,92)* 12,1 (10,22–13,96)* ** 7,3 (6,46–8,09)

Bсl2, % 3,99 (2,9– 5,08) 2,78 (2,36–3,19)* 5,38 (4,21–6,55)
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Обсуждение

Известно, что структурно-метаболический статус 

ПМЯЛ неразрывно связан с выполнением их физиоло-

гических задач и складывается из активации, адгезии, 

хемотаксиса клеток, поглощения антигена, его киллинга 

и расщепления. Нами установлено снижение количества 

фагоцитирующих клеток у детей с длительностью заболе-

вания более 3 лет, что согласуется с результатами боль-

шинства исследований, посвященных фагоцитарной 

активности при СД1 [2, 10, 11]. 

Известно, что нарушению поглотительной и хемотак-

сической функции ПМЯЛ при СД могут способствовать 

гипергликемия и гиперкетонемия, под действием которых 

нейтрофилы приобретают сферическую форму и в значи-

тельной мере теряют способность образовывать псевдопо-

дии. В результате снижаются адгезивные и эмиграционные 

свойства НГ, затрудняется поглощение, кэпинг [4]. 

В работе показано уменьшение показателей спон-

танного и стимулированного НСТ-теста у детей с СД1, 

что может быть связано с нарушением процесса дегра-

нуляции – слияния специфических и азурофильных 

гранул ПМЯЛ с их фагосомами. Известно, что деграну-

ляция – энергозатратный процесс. В экспериментальных 

условиях выявлено, что при СД в ПМЯЛ значительно 

сокращаются запасы гликогена, тормозится его синтез, 

снижается активность ключевых ферментов анаэробного 

окисления глюкозы и пентозного цикла, что приводит 

к уменьшению внутриклеточных запасов АТФ [15].

При сравнительной характеристике показателей 

функциональной активности НГ в группе детей, стра-

дающих СД1 более 3 лет, были установлены более низ-

кие показатели фагоцитоза и НСТ-теста по сравнению 

с детьми, болеющими менее 3 лет, что, вероятно, связано 

с длительностью заболевания и функциональным исто-

щением НГ [16]. 

У пациентов обеих групп выявлено увеличение цито-

энзимохимических показателей – уровня МП и лизосо-

мальных катионных белков по сравнению с контрольной 

группой с более высокими значениями МП у детей 

с длительностью заболевания более 3 лет. Полученные 

нами данные, вероятно, могут свидетельствовать об уве-

личении биоагрессивного потенциала нейтрофилов 

периферической крови у детей с СД1 вследствие увели-

чения продукции HOCl и катионных белков. Известно, 

что наиболее цитотоксичными продуктами миелоперок-

сидазной системы являются гипохлорная кислота и ги-

похлорит-анион, которым принадлежит роль основных 

повреждающих агентов в биологических системах [17].

Нами установлено, что течение СД у детей сопрово-

ждается увеличением процента нейтрофилов, экспресси-

рующих маркеры апоптоза (CD95), и уменьшением доли 

клеток, имеющих на своей поверхности антиапоптоти-

ческие белки. Наиболее выраженная активация апоптоза 

отмечена в группе детей с длительностью заболевания 

более 3 лет.

По данным литературы, интенсивность апоптоза 

нейтрофилов при СД может быть как низкой [18, 19], 

так и высокой [12, 13, 20]. Установлено, что ПМЯЛ 

больных СД не демонстрируют замедление апоптоза, 

индуцированное бактериями и липополисахаридом [13]. 

Существует мнение, что нарушение утилизации глюкозы 

и глютамина может быть фактором, предрасполагающим 

к повышенному апоптозу ПМЯЛ [2]. 

Однако в литературе имеются сведения и о снижении 

скорости апоптоза НГ при СД, что, вероятно, иниции-

рует процессы хронического воспаления с повреждением 

ткани ПЖ [18, 19].

В исследовании выявлено увеличение процента кле-

ток, имеющих на своей поверхности CD95L, что может 

способствовать усилению процессов запрограммирован-

ной клеточной гибели в островковых β-клетках ПЖ, ин-

фильтрированных лейкоцитарными клетками. Наиболее 

высокие показатели отмечены у детей с длительностью 

заболевания более 3 лет. 

Таким образом, увеличение апоптотического потен-

циала НГ на фоне функционально-метаболических из-

менений является отражением активного вовлечения НГ 

в иммунопатогенез заболевания. 

Таблица 4

Сопутствующие заболевания у школьников с СД1 в зависимости от длительности заболевания

Уровень поражения Патология
% (кол-во детей)

I группа (n=12) II группа (n=13) Контрольная группа (n=15)

Инфекции верхних 
дыхательных путей

Частые ОРВИ 58,3 (7) 53,8 (7) 20,0 (3)

Рецидивирующий бронхит 16,7 (2) 23,1 (3) -

Инфекции ЛОР-органов
Хронический тонзиллит 33,4 (4) 30,8 (4) 13,3 (2)

Хронический гайморит - 23,1 (3) -

Заболевания кожи 
и подкожной клетчатки

Аллергический дерматит 8,3 (1) 23,1 (3) -

Пиодермия 16,7 (2) 15,4 (2) -

Кожно-слизистый герпес - 23,1 (3) 6,7 (1)

Хронический пиелонефрит - 15,4 (2) -

Цистит 8,3 (1) 7,7 (1) -

Инфекции мочевых путей

Лямблиоз кишечника 8,3 (1) - -

Функциональная диспепсия 16,7 (2) 15,4 (2) 6,7 (1)

Кандидоз слизистых рта 16,7 (2) 15,4 (2) -

Стоматит - 23,1 (3) -
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Установлено, что гиперэкспрессия отдельных факто-

ров биоцидности ПМЯЛ в виде увеличения МП и ЛКБ 

сопровождается усилением их апоптоза, что может быть 

связано с изменением метаболизма глютамина в НГ при 

развитии и прогрессировании СД. 

Вместе с тем установлено снижение бактерицидной 

активности нейтрофилов с дефицитом поглощения, се-

креции активных радикалов кислорода, функциональ-

ного резерва. Степень функциональной недостаточности 

зависит от длительности заболевания и увеличивается 

у детей, болеющих СД1 более 3 лет.

Известно, что ПМЯЛ являются связующим звеном 

между врожденным и адаптивным иммунитетом и выпол-

няют главенствующую роль в антибактериальной защите. 

Нарушение их функциональной компетенции у детей 

с СД1 становится одним из факторов, предрасполагаю-

щих к развитию инфекционных заболеваний. У детей, 

страдающих СДI, отмечена повышенная чувствитель-

ность к инфекционным заболеваниям, что согласуется 

с данными зарубежных исследователей [2, 3, 14].

Выводы

1. НГ при СД у детей характеризуются высокой готов-

ностью к апоптозу, низкой бактерицидной активно-

стью с дефицитом фагоцитоза, продукции активных 

радикалов кислорода, функционального резерва. 

2. Увеличение экспрессии CD95L на НГ при СД1 может 

способствовать усилению процессов запрограммиро-

ванной гибели β-клеток в островках ПЖ, инфильтри-

рованных иммунокомпетентными клетками.

3. Признаки антигенной стимуляции ПМЯЛ и увеличения 

их цитотоксического потенциала при СД1 выявляются в 

виде активации метаболической активности с повыше-

нием уровня МП и лизосомальных катионных белков. 
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