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Резюме

Проведена оценка мембранного потенциала митохондрий и активности митохондриальных дегидрогеназ в 
лимфоцитах периферической крови, а также показателей системного оксидативного статуса у детей с внеболь-
ничной пневмонией (ВП). С помощью хемилюминесцентого анализа биогенеза активных форм кислорода (АФК) 
в сыворотке крови детей с ВП выявлены гиперпродукция АФК и формирование оксидативного стресса. Методом 
проточной цитометрии определено увеличение содержания в периферической крови лимфоцитов со сниженным 
уровнем мембранного потенциала митохондрий, что свидетельствует об активации митохондриального пути апоп-
тоза. При цитохимическом исследовании зарегистрировано нарушение клеточной энергопродукции (снижение 
функциональной активности митохондриальных дегидрогеназ). Полученные данные могут служить основой для 
разработки технологий управления продолжительностью жизни лимфоцитов в условиях оксидативного стресса 
при ВП у детей.
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Summary

Evaluation of mitochondrial membrane potential and activity of mitochondrial dehydrogenases in peripheral blood 
lymphocytes was carried out and indicators of systemic oxidative status in children with community-acquired pneumo-
nia were determined. By using chemiluminescent analysis biogenesis of reactive oxygen species (ROS) in the serum of 
children with community-acquired pneumonia, we identifi ed overproduction of ROS formation and systemic oxidative 
stress. We identifi ed increasing content of peripheral blood lymphocytes with reduced levels of mitochondrial  membrane 
potential (fl ow cytometry method), indicating the activation of the mitochondrial apoptosis pathway strength. Cyto-
chemical analysis reveals violation of cellular energy production (decreased functional activity of mitochondrial dehy-
drogenases). the results of this study can be used to develop control technology determining the lifespan of lymphocytes 
under conditions of oxidative stress in children with community-acquired pneumonia.
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Внебольничные пневмонии (ВП) занимают одно из 
ведущих мест в структуре бронхолегочной патологии 
у пациентов детского возраста. Несмотря на совер-
шенствование методов профилактики, диагностики и 
лечения, до настоящего времени существенных тен-
денций к снижению удельного веса внебольничных 
пневмоний в заболеваемости детского населения не 
отмечается [1].

Это свидетельствует о необходимости дальнейше-
го поиска и расшифровки молекулярных механизмов 
реализации локального и системного воспаления при 
ВП. Активные формы кислорода (АФК) являются не 
только триггерами воспалительных процессов в систе-
ме органов дыхания, но и универсальными низкомоле-
кулярными регуляторами событий клеточного цикла 
иммунокомпетентных клеток, апоптоза в том числе [11, 
15]. При ВП большое значение придается изучению 
механизмов апоптоза нейтрофильных лейкоцитов [4, 5, 
7] как доминирующего звена патогенеза острого воспа-
лительного заболевания. Патогенетическому значению 
апоптоза лимфоцитов при ВП уделяется гораздо мень-
ше внимания. Между тем, элиминация этих иммуно-
компетентных клеток играет важную роль в механизмах 
поражения легочной ткани, в течении и исходах воспа-
лительного процесса [8, 13, 14]. Одним из современных 
методов изучения программированной гибели клетки 
считается оценка мембранного потенциала её митохон-
дрий, основанная на различных методических приемах. 
Анализ состояния митохондриального пути проведения 
апоптогенного сигнала в лимфоцитах интересен и с по-
зиции мониторинга биоэнергетики этих клеток. Следу-
ет отметить, что в настоящее время в повсеместной кли-
нической практике в качестве индикаторов состояния 
системы энергопродукции наиболее распространено 
применение цитохимических показателей активности 
митохондриальных дегидрогеназ. 

Митохондрии – основной источник генерации 
АФК в клетке. Продуцентами митохондриальных АФК 
являются комплексы I, III и моноаминооксидаза, при 
этом внутриклеточная генерация АФК является неиз-
бежной, физиологически важным процессом. Однако 
при воспалении и дефиците антиоксидантов АФК мо-
гут реализовать свой повреждающий потенциал. Ми-
тохондрии являются не только главным источником 
генерации АФК, но и главной мишенью. Поэтому на-
рушение баланса между процессингом и детоксикаци-
ей АФК запускает порочный круг, ведущий к апоптозу 
поврежденных клеток [6, 9, 10, 12].

С учетом сигнального и/или повреждающего ме-
ханизмов действия АФК становится понятной опреде-
ляющая роль редокс-фона в реализации тех или иных 
звеньев воспалительного процесса. С этих позиций 
нами было предпринято исследование, целью которого 
стала оценка мембранного потенциала митохондрий и 
активности митохондриальных дегидрогеназ в лим-
фоцитах периферической крови, а также показателей 
системного оксидативного статуса у детей с внеболь-
ничной пневмонией.

Материалы и методы
В клинике Хабаровского филиала ФГБУ «ДНЦ 

ФПД» СО РАМН – НИИ ОМиД проведено обследова-

ние 30 детей с внебольничной пневмонией (в первые 
24 часа после поступления). Группу контроля соста-
вили 30 практически здоровых детей. Группы были 
сопоставимы по полу и возрасту. Средний возраст 
детей составил 6,8 лет. Дизайн исследования одобрен 
решением Этического комитета ФГБУ «ДНЦ ФПД» 
СО РАМН – НИИ ОМиД. Получено информированное 
согласие родителей всех детей на участие в исследо-
вании.

Процессы свободнорадикального окисления (СРО) 
в сыворотке крови исследовали с помощью хемилю-
минесцентного (ХМЛ) анализа по методикам, опи-
санным ранее [2]. Определяли: S-sp − интенсивность 
генерации АФК; h – содержание гидроперекисей липи-
дов; Sind-1 – скорость образования перекисных ради-
калов; H и Sind-2 – величины, обратно коррелирующие 
с перекисной резистентностью (Н) и с активностью 
антиоксидантной антирадикальной защиты (Sind-2). 
Интенсивность ХМЛ, измеренную в милливольтах, 
рассчитывали на 1 мл сыворотки крови и выражали в 
относительных единицах.

Одним из основных путей инициации апопто-
за является митохондриальный. Процентное содер-
жание клеток со сниженным потенциалом мито-
хондриальной мембраны (Δψ) в общей популяции 
лимфоцитов периферической крови определяли ме-
тодом проточной лазерной цитометрии (BD FACS 
Calibur, USA) в программе Cell Quest Pro с исполь-
зованием красителя JC-1 (5,5',6,6'-тетрахлор-1,1',3,3'-
тетраэтилбензимидазолкарбоцанин иодид/хлорид) 
(Bector Dikcenson, USA). JC-1 является катионным 
красителем, поглощение которого митохондриями на-
прямую связано с величиной митохондриального мем-
бранного потенциала [10].

Цитохимическое определение активности окис-
лительно-восстановительных ферментов сукцинатде-
гидрогеназы (СДГ), α-глицерофосфатдегидрогеназы 
(α-ГФДГ), лактатдегидрогеназы (ЛДГ) в лимфоцитах 
периферической крови осуществляли с помощью ко-
личественного метода, основанного на восстановлении 
тетразолиевого красителя с образованием окрашенных 
гранул формазана [3]. Активность дегидрогеназ вы-
ражали средним числом гранул в клетке. Кроме того, 
определяли коэффициент вариации (V) – степень раз-
нородности клеток по активности фермента.

Полученные данные подвергали статистической 
обработке и анализу с помощью программы Statistica 
for Windows Version 6.0 и электронных таблиц 
Microsoft Excel, версия XP. Различия между показате-
лями считали статистически значимыми при p<0,05. 

Результаты и обсуждение
Хемилюминесцентный анализ процессов био-

генеза АФК в сыворотке крови детей с ВП выявил 
достоверное увеличение всех исследуемых ХМЛ па-
раметров (S-sp, h, Sind-1, H и Sind-2) в сравнении с 
аналогичными показателями группы «контроль». По-
вышение интенсивности генерации АФК в целом, в 
том числе скорости образования перекисных радика-
лов, интенсификация первичного этапа пероксидации 
липидов на фоне угнетения антиоксидантной защиты 
и перекисной резистентности свидетельствуют о нару-
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шении баланса между генерацией и элиминацией АФК 
у детей с ВП (табл. 1). Подобное состояние редокс-
метаболизма следует расценивать как формирование 
системного оксидативного стресса. Полученные нами 
данные соответствуют общепринятому представле-
нию о том, что воспаление является одним из типовых 
патологических процессов, сопряженных с развитием 
оксидативного стресса.

Таблица 1
Показатели хемилюминесценции (в отн. ед) сыворотки крови 

у детей с внебольничной пневмонией (M±m)

Показатель Группа «контроль» Группа «ВП»
S-sp 0,050±0,003 0,463±0,017*
Sind1 0,117±0,007 1,125±0,035*
h 0,059±0,004 0,570±0,023*
H 0,135±0,009 1,219±0,042*
Sind2 0,177±0,008 1,530±0,068*
Примечание. * − р<0,05 по сравнению с группой «контроль».

Известно, что высокие концентрации АФК могут 
запускать механизмы апоптотической гибели клеток. 
В реализации процесса апоптоза ключевую роль игра-
ют митохондрии, основным ответом которых на про-
апоптотический сигнал является падение величины 
митохондриального мембранного потенциала, что со-
провождается высвобождением из межмембранного 
пространства широкого спектра апоптогенных фак-
торов (прокаспаз-2, -3 и -9, апоптоз-индуцирующего 
фактора AIF, вторичного митохондрииального актива-
тора апоптоза SMAC, цитохрома С и др.), определя-
ющих реализацию программированной гибели клетки 
[6, 9].

При оценке уровня мембранного потенциала ми-
тохондрий Δψ методом проточной цитометрии было 
выявлено, что развитие внебольничной пневмонии 
у детей сопровождалось достоверным увеличением 
содержания лимфоцитов со сниженным уровнем Δψ 
(«ВП» – 70,03±3,38 % vs. «контроль» – 3,20±0,18  %; 
p<0,05), что, в свою очередь, свидетельствовало об ак-
тивации митохондриального пути апоптоза (рис. 1).

Рис. 1. Содержание лимфоцитов (%) со сниженным мембранным 
потенциалом митохондрий в периферической крови детей 

с внебольничной пневмонией,  
* − p<0,05 по отношению к группе «контроль»

Помимо потери Δψ, митохондриальный путь запу-
ска апоптоза включает в себя нарушение электронного 

транспорта и деэнергизацию клетки. Данные, свиде-
тельствующие о снижении клеточного энергообеспе-
чения у детей с ВП, были получены при исследовании 
цитоэнзиматического статуса лимфоцитов перифери-
ческой крови. В сравнении с группой «контроль» у 
детей с ВП выявлено достоверное снижение уровня 
активности СДГ и отношения СДГ/α-ГФДГ (табл. 2), 
что указало на несоответствие между энерго-потреб-
ностью клетки и энергопродукцией в системе мито-
хондриального окислительного фосфорилирования. 
Кроме того, обнаружено увеличение разнородности 
лимфоцитов по активности СДГ и α-ГФДГ (коэф-
фициент V составлял, соответственно, 26,11±1,5 и 
28,58±1,44), что характерно для гипоксических состо-
яний. 

Таблица 2
Цитохимические показатели функциональной активности 
окислительно-восстановительных ферментов лимфоцитов 

периферической крови у детей с внебольничной пневмонией 
(M±m)

Показатель Группа «контроль» Группа «ВП»
СДГ, гр./кл. 23,42±0,58 18,68±1,23*
α-ГФДГ, гр./кл. 12,85±0,82 13,53±0,81
ЛДГ, гр./кл. 11,75±0,96 20,72±1,36*
СДГ/ s 1,80±0,7 1,4±0,05
СДГ/ ЛДГ 1,98±0,06 0,94±0,05*
ЛДГ/ s 0,91±0,03 1,56±0,07*

Примечание. * − p<0,001 по отношению к группе «контроль».

Увеличение уровня ЛДГ в 1,8 раза и соотношения 
ЛДГ/a-ГФДГ в 1,7 раз указывало на то, что обеспече-
ние энергией клеток при ВП происходит за счет ком-
пенсаторного повышения малоэффективного анаэроб-
ного пути получения энергии. 

Таким образом, результаты нашего исследования 
свидетельствуют о формировании при ВП у детей ти-
повой реакции клеток на оксидативный стресс, обе-
спечивающей, в частности, элиминацию лимфоцитов 
путем апоптоза. При этом взаимозависимыми и со-
пряженными процессами являются: системная гипер-
продукция АФК, митохондриальный путь реализации 
апоптогенной программы лимфоцитов перифериче-
ской крови, нарушение биоэнергетики этих клеток. 
Полученные данные могут служить основой для раз-
работки способов регуляции продолжительности жиз-
ни лимфоцитов в условиях оксидативного стресса и 
создания селективных технологий управления воспа-
лительным процессом при ВП у детей.

Выводы
1. Гиперпродукция АФК и развитие системного 

оксидативного стресса при внебольничной пневмонии 
у детей сопровождаются увеличением содержания в 
периферической крови лимфоцитов со сниженным 
уровнем мембранного потенциала митохондрий, что 
свидетельствует об активации митохондриального 
пути апоптоза.

2. В условиях избытка АФК на системном уровне 
и снижения мембранного потенциала митохондрий в 
лимфоцитах периферической крови у детей с ВП от-
мечается нарушение клеточной энергопродукции, что 
отражается в снижении функциональной активности 
митохондриальных дегидрогеназ.
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АНАЛИЗ ФАРМАКОТЕРАПИИ ОСТРОГО СТЕНОЗИРУЮЩЕГО 
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Резюме

Проведен ретроспективный анализ 72 историй болезни детей, у которых был установлен диагноз – острый сте-
нозирующий ларинготрахеит, с целью оценки рациональности проводимой фармакотерапии с позиции доказатель-
ной медицины. Установлено, что чаще заболевают дети до трех лет, при этом большинство из них госпитализиру-
ются в первые сутки заболевания. В этиологии заболевания доминирующая роль принадлежит вирусу парагриппа 
и гриппа В. У 83,3 % больных использовалась «традиционная схема» ингаляционной терапии и включала в себя 
поочередное введение раствора хлорида натрия 0,9 %, раствора эпинефрина 0,1 % и сусупензии гидрокортизона. 
«Традиционная схема» сопровождалась частым введением препаратов (4-16 ингаляций в сутки), при этом гидро-
кортизон не входит в современные алгоритмы лечения острого стенозирующего ларинготрахеита. У 16,7 % боль-
ных использовалась суспензия ингаляционного глюкокортикоида – будесонида, который имеет высокий уровень 
достоверности эффективности при остром стенозирующем ларинготрахеите.

Ключевые слова: дети, острый стенозирующий ларинготрахеит, доказательная медицина. 
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ANALYSIS OF PHARMACOTHERAPY OF ACUTE CONSTRICTIVE LARYNGOTRACHEITIS IN CHILDREN 
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Summary

A retrospective analysis of 72 case histories of children diagnosed with acute constrictive laryngotracheitis was per-
formed to assess the rationality of pharmacotherapy according to evidence-based medicine. Constricitive laryngotracheitis  
occurs in children up to three years, the majority of them are hospitalized on the first day of the disease. In the etiology of 
the disease the dominant role belongs to parainfluenza virus and influenza B. In 83,3 % of patients doctors use the «tra-
ditional/ conventional scheme» inhalation therapy and included the introduction of alternate solution of sodium chloride 
0,9 %, solution of epinephrine 0,1 % and hydrocortisone suspension. «The traditional scheme» is often accompanied by the 


