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ВВЕДЕНИЕ

Под апоптозом понимают активный програм-

мируемый процесс, приводящий к элиминации 

клеток из организма [1, 3–5]. Выделяют 3 фазы 

апоптоза: начальную, эффекторную и фазу де-

градации [3, 5]. В начальную фазу клетка получа-

ет сигнал, запускающий процесс, в эффекторную 

– активируются механизмы апоптоза, но процесс 

остается обратимым. В фазу деградации изменения 

необратимы, и клетка подвергается дезинтеграции. 

Продолжительность апоптоза занимает от 12 до 

24 ч [2, 3, 5].

В наиболее яркой и массовой форме апоптоз реа-

лизуется в процессе развития лимфоцитов. Покоя-

щиеся зрелые лимфоциты апоптозу не подвержены. 

Однако они становятся чувствительными к индук-

ции апоптоза после активации. По этому механизму 

гибнут основная часть лимфоцитов в процессе раз-

вертывания иммунного ответа и все эффекторные 

клетки после завершения выполнения своих функ-

ций. Таким образом, в иммунной системе апоптоз 

играет важную роль. В период становления и разви-

тия клеток апоптоз служит регулятором численности 

клеточных популяций и фактором их селекции. С по-

мощью апоптоза осуществляется контроль интенсив-

ности иммунного ответа и элиминации уже «отрабо-

тавших» эффекторных клеток. Апоптоз лимфоцитов 

также служит основным регуляторным механизмом, 

препятствующим появлению в организме аутореак-

тивных и злокачественных клонов [5].

В то же время появляется все больше работ, по-

священных участию апоптоза иммунокомпетент-
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С целью оценки содержания апоптотических лимфоцитов венозной крови в норме и при патологии обследованы 40 первичных 

доноров, 14 пострадавших с закрытой травмой живота, осложнившейся острой кровопотерей не менее 30% объема циркули-
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лирует с тяжестью состояния больных, оцениваемого по шкале APACHE II, а содержание клеток, уже погибших в результате 

апоптоза, – с исходом заболевания. Определение концентрации апоптотических лимфоцитов в венозной крови у пострадавших 

с массивной кровопотерей и у больных с сепсисом может быть использовано для прогноза течения и исхода заболевания.
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ных клеток в развитии синдрома системной вос-

палительной реакции (ССВР) и сепсиса [6, 7, 10, 

11, 14]. Возникновение апоптоза при сепсисе было 

доказано в экспериментах на животных; наряду с 

другими факторами его считают ответственным за 

тяжесть течения заболевания [6, 10, 11, 14]. Одним 

из механизмов, запускающих апоптоз лимфоцитов 

у септических больных, является действие глюко-

кортикоидов, концентрация которых увеличивается 

вследствие стресса. Кроме того, выявлено, что апоп-

тотические клетки индуцируют выработку противо-

воспалительных цитокинов, что приводит к сни-

жению ответа на патоген, т.е. индуцирует анергию. 

Несмотря на то, что в настоящее время исследова-

нию апоптоза у больных уделяется много внимания, 

данные о содержании апоптотических лимфоцитов 

в циркулирующей крови больных с хирургическими 

заболеваниями и с хирургическим сепсисом мало-

численны.

Цель настоящего исследования – оценить содер-

жание апоптотических лимфоцитов венозной кро-

ви доноров, пациентов с закрытой травмой живота, 

осложненной кровопотерей и сепсисом.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследование апоптоза проведено в несколь-

ких группах. Обследованы 40 первичных доноров 

крови в возрасте от 20 до 45 лет до и после кро-

водачи, а также 14 пострадавших (12 мужчин и 2 

женщины; средний возраст 37±4,6 года) с закры-

той травмой живота, осложнившейся острой кро-

вопотерей на догоспитальном этапе (не менее 30% 

объема циркулирующей крови). Суммарная кро-

вопотеря составила 2643±290 мл на 1 больного, тя-

жесть травмы по ISS – от 17 до 35 баллов. Пациен-

ты оперированы в экстренном порядке. Анестезия 

была стандартной (кетамин, фентанил, нимбекс в 

рекомендованных дозировках), больным проводили 

искусственную вентиляцию легких (ИВЛ) с высо-

кими фракциями кислорода (0,8–1,0). Интраопе-

рационная инфузионно-трансфузионная терапия 

включала коллоидные и кристаллоидные среды, 

свежезамороженную плазму, донорские эритроциты 

и клеточный компонент аутокрови, получаемый с 

помощью интраоперационной аппаратной реинфу-

зии на непрерывной аутотрансфузионной системе 

CATS (Fresenius). Тканевый метаболизм во время 

операции в динамике оценивали по газам и показа-

телям кислотно-основного состояния артериальной 

и смешанной венозной крови, уровню лактата, гли-

кемии, содержанию калия и натрия в плазме крови. 

Исследование апоптоза проводили при поступлении 

в операционную, на момент хирургической останов-

ки кровотечения и в конце операции. Общая про-

должительность послеоперационного наблюдения 

пострадавших составила 28±6 койко-дней.

Течение основного заболевания у 49 пациентов 

(38 мужчин и 11 женщин в возрасте от 25 до 64 лет) 

осложнилось развитием сепсиса: в связи с тяжелой 

сочетанной травмой (у 15), перитонитом (13), тя-

желым острым панкреатитом (8), острым гнойным 

медиастинитом (10), другими причинами (3). На-

личие сепсиса и выраженность ССВР определяли 

на основании критериев ACCP/SCCM [8]. Тяжесть 

состояния больных оценивали по шкале APACHE 

II [12], тяжесть органной недостаточности – по 

шкале SOFA [15]. Комплекс лечебных мероприя-

тий больных сепсисом включал хирургическую 

санацию очага инфекции. В послеоперационном 

периоде проводили продленную ИВЛ, деэскалаци-

онную антибактериальную терапию, нутритивную 

поддержку, иммуномодулирующую терапию, при-

меняли экстракорпоральные методы гемокоррек-

ции. Средняя длительность пребывания больных 

в стационаре составила 63,7±42,5 сут. Из 49 боль-

ных умерли 13. Основной причиной смерти были 

септический шок и полиорганная недостаточность. 

Исследование апоптоза проводили в момент поста-

новки диагноза «сепсис» и затем через 3 и 7 сут.

Относительное количество апоптотических 

лимфоцитов крови определяли с помощью Annexin 

V-FITC/7AAD Kit (фирма Beckman Coulter). На ран-

ней стадии апоптоза целостность клеточной мем-

браны сохраняется, однако происходит перестройка 

ее фосфолипидных компонентов, и на поверхности 

клетки появляется фосфатидилсерин. Аннексин V 

способен связываться фосфотидилсерином в присут-

ствии кальция. Одновременное окрашивание клеток 

витальным ДНК-специфичным красителем 7 амино-

актиномицина D (7AAD) позволяло отдифференци-

ровать клетки на ранних стадиях апоптоза (Annexin 

V+/7AAD–, ранний апоптоз) от клеток, уже погибших 

в результате апоптоза (Annexin V+/7AAD+, поздний 

апоптоз) [9, 13]. 

Статистическую обработку материала прово-

дили с помощью статистического пакета IBM SPSS 

Statistics 19 (IBM Inc., USA). Определяли среднюю 

величину (М), среднее квадратичное отклонение ( ) 

и стандартную ошибку средней величины (m). С по-

мощью тестов Колмогорова–Смирнова и Шапиро–

Уилка выявлено, что распределение количественных 

признаков не отличалось от нормального, поэтому 

показатели представлены в виде М±m. При сравне-

нии количественных признаков использовали коэф-

фициент Стьюдента. Корреляционные связи между 

показателями оценивали с помощью критерия Пир-

сона. Качественные признаки также оценивали с 

помощью критерия 2 (приведены значения крите-

рия, его двусторонняя значимость). Вычисляли от-

носительный риск смерти (OR), для чего применяли 

регрессионную модель Кокса с пропорциональными 

рисками. В качестве порогового уровня статисти-

ческой значимости принято значение вероятности 

р=0,05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Относительное содержание апоптотических лим-

фоцитов (Annexin V+/7AAD–) у 40 доноров варьиро-

вало в широком диапазоне: от 0,6 до 9,2%. Распре-

деление доноров по содержанию в венозной крови 

лимфоцитов на ранних стадиях апоптоза представ-

лено на рис. 1. Кривая распределения доноров имела 

2 пула. У 34 (83%) доноров количество лимфоцитов, 

вступающих в апоптоз, регистрировалось в пределах 

0,6–5,5% (в среднем – 2,74±0,23%), у 7 (17%) обсле-

дованных оно было повышено и варьировало от 6,4 

до 9,2% (в среднем 8,17±0,35%). Феномен апоптоза 

является результатом действия различных факторов: 

неспецифических (температура, свободные ради-

калы, гипоксия, УФ-излучение) и специфических 

(глюкокортикоиды и др.). Полагаем, повышенное 

содержание апоптотических лимфоцитов у 17% до-

норов обусловлено эмоциональным стрессом на 

предстоящую кроводачу или воздействием других 

факторов, индуцирующих апоптоз. Таким обра-

зом, за физиологический уровень в венозной крови 

лимфоцитов, вступающих в апоптоз, мы приняли 

2,74±0,23% клеток. У 7 доноров выявлено повышен-

ное содержание апоптотических лимфоцитов, и у 3 

человек – пониженное. 

Для оценки влияния кроводачи на уровень апоп-

тотических лимфоцитов в венозной крови обсле-

дованы 13 доноров крови. Выявлено, что у 5 из них 

содержание лимфоцитов, вступающих в апоптоз, 

увеличивалось с 2,8 до 4,5% клеток, тогда как у 7 

доноров повышенное до кроводачи относительное 

количество апоптотических лимфоцитов (6,2%) по-

низилось после нее до 3,8%. Таким образом, при 

физиологическом уровне апоптоза лимфоцитов даже 

незначительная потеря крови (не более 450 мл) при 

кроводаче в 38 % случаев сопровождается их акти-

вацией и увеличением доли апоптотических клеток. 

Напротив, лимфоциты на ранних стадиях апоптоза 

могут эффективно элиминироваться из организма во 

время кроводачи при изначально повышенном их со-

держании в крови. 

Содержание уже погибших лимфоцитов (Annexin 

V+/7AAD+) в венозной крови доноров было незначи-

тельным и варьировало от 0,01 до 0,12%, (в среднем 

0,08±0,01%). Кроводача не вызывала каких-либо из-

менений в содержании лимфоцитов, находящихся на 

поздних стадиях апоптоза.

Массивная кровопотеря у пострадавших также 

сопровождалась увеличением содержания апоп-

тотических лимфоцитов. При поступлении у всех 

пациентов имелись убедительные гемодинамиче-

ские признаки гиповолемии: частота сердечных со-

кращений (ЧСС) 106±2,7 в мин, среднее АД 75±1,3 

мм рт.ст., центральное венозное давление (ЦВД) 

0,5±0,09 мм рт.ст., а также анемии средней тяжести 

(содержание гемоглобина – Hb 84±8,7 г/л, гемато-

крит – Ht 25,9±2,72%). Снижение транспорта кис-

лорода при поступлении сопровождалось венозной 

гипоксемией – РvO
2
 был ниже референтных зна-

чений и составлял 41,9±4,24 мм рт.ст. Повышались 

уровень лактата (до 4,18±0,94 ммоль/л) и гликемия 

(до 9,13±0,97 ммоль/л). Концентрация лимфоцитов, 

вступающих в процесс апоптотической гибели, на 

момент поступления превышала нормальные значе-

ния и составила 6,87±1,24% (норма – 2,74±0,23%). 

Среднее содержание лимфоцитов, уже погибших 

в результате апоптоза, соответствовало значениям 

физиологической нормы. Установлено, что у постра-

давших с массивной острой кровопотерей высокое 

содержание лимфоцитов, находящихся в позднем 

апоптозе, коррелирует (r=0,812; p=0,008) с длитель-

ностью пребывания в стационаре.

На момент остановки кровотечения активная 

инфузионная терапия и начало компенсации утра-

ченных эритроцитов сопровождались стабилизаци-

ей показателей гемодинамики, уровня Hb (91±5,8 

г/л) и Ht (27,6±1,67%), однако существенного улуч-

шения показателей тканевого метаболизма не про-

изошло. Сохранялась венозная гипоксемия (РvO
2
 

44,3±3,23 мм рт.ст.), гипергликемия (8,83±0,55 

ммоль/л) и гиперлактатемия (4,63±1,17 ммоль/л). 

К моменту остановки кровотечения концентрация 

лимфоцитов на стадии раннего апоптоза составляла 

7,33±0,81%. Усиленный апоптоз иммунокомпетент-

ных клеток можно связать со стресс-реакцией (по-

вышением уровня эндогенных глюкокортикоидов 

и(или) их введением). Неспецифическим индукто-

ром апоптоза у пострадавших с массивной острой 

кровопотерей могла служить гипоксия вследствие 

указанной кровопотери. Это подтверждает досто-

верная обратная корреляция содержания в веноз-

ной крови лимфоцитов на ранних стадиях апопто-

Рис. 1. Распределение доноров крови в зависимости от 

содержания в венозной крови лимфоцитов, вступаю-

щих в процесс апоптотической гибели
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за с уровнем Hb (r=–0,65; р=0,016) и Ht (r=–0,67; 

р=0,014). 

Всего за время операции было введено 

5610±161 мл на 1 больного инфузионных и транс-

фузионных сред. Своевременная хирургическая 

остановка кровотечения и адекватное интраопера-

ционное восполнение гиповолемии способствова-

ли стабилизации гемодинамики у большинства па-

циентов. Отмечена тенденция к повышению РvO
2
 

до 47,2±5,1 мм рт.ст., дальнейшему росту гликемии 

(10,99±1,74 ммоль/л) и содержания лактата (4,8±0,96 

ммоль/л). Таким образом, несмотря на проводимую 

терапию, компенсацию утраченных эритроцитов и 

восстановление нормоволемии у большинства боль-

ных, к концу операции сохранялись биохимические 

маркеры тканевой ишемии. Содержание лимфоцитов 

в раннем и позднем апоптозе в этот период было по-

вышенным и составляло соответственно 11,05±3,76 и 

0,65±0,14%. При этом в раннем послеоперационном 

периоде высокую концентрацию иммунокомпетент-

ных клеток на ранних стадиях апоптоза можно рас-

сматривать как физиологическую реакцию на трав-

матический шок и кровопотерю. Так, при высокой 

концентрации апоптотических лимфоцитов (от 15 до 

30%) у 3 пациентов длительность пребывания в ста-

ционаре составила в среднем 12,3 дня, тогда как при 

уровне апоптоза от 2,5 до 3,5% лимфоцитов у 3 боль-

ных она возросла до 29 дней за счет развития гнойно-

септических осложнений.

Таким образом, у пострадавших с массивной кро-

вопотерей на фоне развития гипоксемии усиливает-

ся апоптоз лимфоцитов венозной крови, что можно 

рассматривать как физиологическую реакцию на 

травматический шок и кровопотерю. При этом кон-

центрацию лимфоцитов на ранних стадиях апоптоза 

мы предлагаем использовать в качестве прогностиче-

ского критерия неблагоприятного течения послеопе-

рационного периода.

Известно, что одним из ведущих патогенетиче-

ских механизмов, способствующих дефициту лим-

фоцитов у больных с сепсисом, является апоптоти-

ческая гибель клеток [1, 7, 10, 11]. Обследованы 49 

пациентов, у которых на основании критериев ACCP/

SCCM диагностирован сепсис. Тяжесть состояния 

пациентов по шкале APACHE II составила 21,1±4,8 

балла; тяжесть органной дисфункции по шкале SOFA 

– 8,6±4,2 балла, выраженность ССВР – 3,2±0,4 бал-

ла, что свидетельствовало о наличии у больных по-

лиорганной дисфункции и выраженного системного 

воспаления. 

На момент постановки диагноза сепсиса со-

держание в венозной крови лимфоцитов, на ранних 

стадиях апоптоза, возрастало до 7,41±0,67% (норма 

2,74±0,23%). При этом выявлена корреляционная 

зависимость (r=0,396; р=0,023) между содержанием 

лимфоцитов на ранних стадиях апоптоза и тяжестью 

состояния больных, оцениваемого по шкале APACHE 

II. Концентрация апоптотических лимфоцитов в ве-

нозной крови у выживших пациентов была несколько 

ниже (6,7±0,7%), чем у умерших (8,8±1,3%). Прове-

денный анализ с построением регрессионной модели 

Кокса позволил установить, что при увеличении кон-

центрации лимфоцитов на ранних стадиях апоптоза в 

венозной крови больных с сепсисом риск смерти до-

стоверно возрастал (OR=1,33). На момент постанов-

ки диагноза сепсиса в венозной крови больных кон-

центрация лимфоцитов, уже погибших в результате 

апоптоза, также возрастала и составляла 0,58±0,15%. 

У выживших пациентов этот показатель варьировал 

от 0,03 до 1,14% (в среднем 0,22±0,06), а у умерших – 

Рис. 2. Динамика показателей концентрации лимфоцитов, на ранних (а) и поздних (б) стадиях апоптоза в веноз-

ной крови больных с сепсисом
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Апоптоз лимфоцитов крови в норме и при патологии

от 0,2 до 3,52% (в среднем 0,78±0,25%; рис 2, б). Вы-

явлена корреляция между концентрацией погибших 

лимфоцитов в крови и исходом заболевания (r=0,311; 

р=0,024).

Через 3 сут на фоне проводимого лечения у 

выживших пациентов отмечалось увеличение со-

держания в крови лимфоцитов на ранних стадиях 

апоптоза до 8,9±0,9%. У умерших пациентов, наобо-

рот, оно имело тенденцию к снижению до 6,1±1,0% 

(рис. 2, а). Концентрация лимфоцитов на поздних 

стадиях апоптоза существенных изменений не пре-

терпевала (рис. 2, б). К 7-м суткам наблюдения со-

держание апоптотических лимфоцитов в венозной 

крови выживших пациентов возвращалось к исхо-

дным значениям.

Одним из потенциальных механизмов апоптоза 

лимфоцитов у больных с сепсисом является актива-

ция клеток бактериальными агентами в условиях, при 

которых не может быть реализован полный актива-

ционный сигнал [4, 5]. Усиленный апоптоз лимфоци-

тов также может быть обусловлен неспецифическими 

факторами, такими, как температура, бактериальные 

токсины, гипоксия, оксиданты, свободные радика-

лы и др. При этом развитие апоптоза или некроза 

клеток зависит от интенсивности их воздействия. В 

настоящем исследовании отмечено, что у больных 

с сепсисом возрастает не только количество клеток, 

вступающих в процесс апоптотической гибели, но и 

значительно увеличивается содержание уже погиб-

ших лимфоцитов. 

Таким образом, сочетанное действие неспецифи-

ческих (температура, бактериальные токсины и др.) 

и специфических (недостаток ростовых факторов, 

повышение концентрации ряда цитокинов и др.) 

индукторов апоптоза приводит к увеличению кон-

центрации апоптотических лимфоцитов в венозной 

крови пациентов с сепсисом. 

Повышение содержания лимфоцитов на раз-

ных стадиях апоптоза отражает степень тяжести 

состояния, оцениваемого по шкале APACHE II, и 

служит предвестником неблагоприятного исхода 

заболевания.

ВЫВОДЫ

1. Физиологический уровень лимфоцитов ве-

нозной крови, вступающих в апоптоз, составляет 

2,74±0,23%, лимфоцитов, погибших в результате 

апоптоза, – 0,08±0,01%. 

2. Массивная кровопотеря (2643±290 мл) у по-

страдавших приводит к увеличению концентрации 

лимфоцитов, вступающих в процесс апоптотической 

гибели, до 6,87±1,24%, что обусловлено гипоксией. 

Выявлена корреляция между содержанием в веноз-

ной крови лимфоцитов на ранних стадиях апопто-

за и уровнем Hb (r=–0,65; р=0,016) и Ht (r=–0,67; 

р=0,014).

3. У пациентов с сепсисом отмечается усиление 

апоптоза лимфоцитов, при этом концентрация клеток 

на ранних стадиях апоптоза возрастает до 7,41±0,67% 

и коррелирует (r=0,396; р=0,023) с тяжестью состоя-

ния больных, оцениваемого по шкале APACHE II, а 

содержание клеток, уже погибших в результате апоп-

тоза, – с исходом заболевания.

4. Определение концентрации апоптотических 

лимфоцитов в венозной крови у пострадавших с мас-

сивной кровопотерей и у больных с сепсисом может 

быть использовано для прогноза течения и исхода за-

болевания.
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