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Резюме. Цель работы — сравнительная оценка ко-
личественных и функциональных параметров нейтро-
филов крови у пациентов с разными формами ИБС. 
Материалы и методы. У пациентов с острым ин-
фарктом миокарда и хронической ИБС определяли 
количество нейтрофилов, содержание в них миело-
пероксидазы методом проточной цитометрии, нефер-
ментных катионных белков цитохимическим спосо-
бом, уровень маркеров повреждения миокарда в им-
мунохимических тестах. Результаты. Установлено 
повышение уровня нейтрофилов, в том числе моло-
дых форм, с одновременным снижением уровня вну-
триклеточной миелопероксидазы. Эти изменения бы-
ли более выражены при остром инфаркте миокарда, 
чем при хронической ИБС. Показана положительная 
корреляционная связь между содержанием миелопе-
роксидазы и неферментных катионных белков с кон-
центрацией тропонина. Заключение. Исследование 
нейтрофилов периферической крови методом про-
точной цитометрии с определением внутриклеточной 
миелопероксидазы может рассматриваться в качестве 
дополнительного инструмента лабораторной диагно-
стики ИБС.
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Abstract. The aim of the work is a comparative 
assessment of quantitative and functional parameters 
of blood neutrophils in patients with different forms of 
ischemic heart disease (IHD). Materials and methods. 
In patients with acute myocardial infarction and IHD 
disease, the number of neutrophils, the content of 
myeloperoxidase in them by flow cytometry, non-enzyme 
cationic proteins by cytochemical method, the level of 
markers of myocardial damage in immunochemical tests 
were determined. Results. An increase in the level of 
neutrophils, including band forms, with a decrease in the 
level of intracellular myeloperoxidase was established. 
These changes were more significant in acute myocardial 
infarction than in IHD. The positive correlation of the 
myeloperoxidase level and non-enzyme cationic proteins 
with troponin concentration is shown. Conclusion. The 
study of peripheral blood neutrophils by flow cytometry 
with the determination of intracellular myeloperoxidase 
can be considered as an additional tool for laboratory 
diagnosis of ischemic heart disease.
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Нейтрофильный лейкоцитоз был одним из первых 
лабораторных симптомов острого инфаркта миокар-
да (ОИМ). Однако в силу низких диагностических ха-
рактеристик (чувствительность и специфичность) он 
не используется в настоящее время в клинической 
практике. Тем не менее, нейтрофилы по современным 
представлениям играют ключевую роль в воспали-
тельных/иммунологических механизмах повреждения 
миокарда при ишемической болезни сердца (ИБС) 
[1, 2]. Эти данные не только расширяют наши пред-
ставления о патогенезе ИБС, но и имеют существен-
ное клиническое значение. В частности, установле-
но, что аккумуляция нейтрофилов в стенках коронар-
ных артерий повышает риск летальности у пациен-
тов с ОИМ [3]. С другой стороны, нейтрофилы уча-
ствуют в ремоделировании сердца после инфаркта, 
формировании неоинтимы после ангиопластики [4]. 
Несмотря на то, что в настоящее время существуют 
устоявшиеся представления о лабораторной диагно-
стике ОИМ, у некоторых больных с высоким риском 
острого коронарного синдрома (ОКС) и отсутствием 
подъема сегмента ST, уровень тропонинов Т и I нор-
мален, или уровень повышен у пациентов без ОИМ. 
Поэтому актуальность поиска дополнительных био-
маркеров повреждения миокарда сохраняется, в част-
ности, в диагностике ОКС при отрицательном тропо-
ниновом тесте или невыраженных изменениях ЭКГ 
[5, 6]. На роль одного из таких маркеров претендует 
миелопероксидаза (МПО) — фермент, содержащийся 
в нейтрофилах и появляющийся при их разрушении в 
сыворотке. Данный показатель используется в оценке 
развивающейся при ИБС воспалительной реакции и в 
качестве независимого предиктора раннего риска ин-
фаркта миокарда и других кардиальных событий [7, 8, 
9]. В отечественной практике тест определения МПО 
в сыворотке для диагностики ИБС пока не нашел при-
менения и не получил должной клинической оценки. 
Между тем, остается нерешенным вопрос о значении 
определения уровня внутриклеточной МПО при раз-
личных формах ИБС, что и определило цель данной 
работы — провести сравнительную оценку количе-
ственных и функциональных параметров нейтрофи-
лов крови у пациентов с разными формами ИБС.

Материалы и методы
Работа основана на анализе клинико-лабораторных 

и иммунологических данных 46 пациентов с диа-
гнозом хроническая ишемическая болезнь сердца 
(ХИБС), стенокардия II-III функциональный класс, и 
21 пациента диагнозом острый инфаркт миокарда, по-
ступивших в ГУЗ СО СОКБ №1 г. Екатеринбурга (ру-
ководитель центра — д.м.н. Идов Э.М.). Выражен-
ность стенокардии определялась по классификации 
ССS, определение сердечной недостаточности по ста-
диям осуществлялось согласно классификации Нью-
Йоркской ассоциации кардиологов (NYHA, 1964). Ди-
агноз верифицировали согласно стандартным крите-
риям — клинические симптомы, ЭКГ исследование, 
лабораторные маркеры в соответствии с классифика-
цией ВОЗ, 1989 [10]. До начала медикаментозной те-
рапии диагноз был подтвержден коронароангиогра-
фией. Контрольную группу составили 20 практически 
здоровых доноров. Группы были сопоставимы по по-
ловозрастным характеристикам (средний возраст — 
53,5 и 53,0 года, соотношение мужчины/женщины — 
1,9 и 2,4 соответственно).

Комплекс лабораторных тестов включал клиниче-
ский анализ крови (Cell Dyne 3500) с ручным подсче-
том лейкоцитарной формулы по стандартной методи-
ке и последующим расчетом ядерного индекса ней-
трофилов (соотношение палочкоядерных и сегменто-
ядерных форм). В сыворотке крови иммунохимиче-
скими методами определяли содержание аминотер-
минального фрагмента мозгового натрийуретическо-
го пептида — NT-proBNP (Elecsys, Hoffman la Roche, 
Швейцария) и тропонина (полуколичественный им-
мунохроматографический метод, Hoffman la Roche, 
Германия). 

Содержание цитоплазматической МПО в нейтро-
филах оценивали методом проточной цитофлоуме-
трии. Для этого клетки периферической крови под-
вергались процедуре пермобилизации с использова-
нием набора IntroPrep (Beckman Coulter, США), за-
тем окрашивались четырехцветной комбинацией мо-
ноклональных антител (МКАТ) к MPO/CD79a/CD3/
CD45 конъюгированных с флуоресцентными краси-
телями FITC/PE/ECD/PC5 соответственно (Beckman 
Coulter, США). Окрашенные образцы анализирова-
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ли на проточном цитометре FC 500 (Beckman Coulter, 
США) с помощью мультипараметрического анализа 
(рисунок 1). 

Рис. 1. Двухпараметрическая гистограмма распреде-
ления нейтрофилов периферической крови, содержа-
щих внутриклеточную миелопероксидазу, получен-
ная в результате многоцветного анализа с использо-
ванием комбинации моноклональных антител MPO/
CD79a/CD3/CD45. Анализ проводился с использовани-
ем гейтирования по CD45.
Fig. 1. Two-parameter histogram of the distribution 
of peripheral blood neutrophils with intracellular 
myeloperoxidase resulting multi-color analysis using a 
combination of monoclonal antibodies MPO/CD79a/
CD3/CD45. The analysis was carried out using CD45 
gating.

Данный тест основан на способности МКАТ спец-
ифически взаимодействовать с дискретными анти-
генными детерминантами, экспрессированными как 
на поверхности лейкоцитов, так и внутри клетки. Это 
позволяло вести идентификацию и подсчет % клеток, 
содержащих внутриклеточную МПО в нейтрофилах. 
Популяцию нейтрофилов выделяли при помощи гете-
рогенного гейтирования (область событий, имеющих 
низкую флуоресценцию CD45-PC5 и высокий уро-
вень сигнала светорассеяния под углом 90° (SS).

Учитывая то, что интенсивность флюоресценции от 
каждой конкретной клетки зависит от количества ме-
ченых МКАТ, связавшихся со специфическими ан-
тигенами на поверхности клетки или внутри нее, то 
средняя интенсивность флуоресценции популяции 
клеток (MFI) может служить количественным крите-
рием, характеризующим экспрессию антигенов (плот-
ность рецепторов) на клетке или внутри нее. 

Неферментные катионные белки (НКБ) выявляли в 
лизосомально-катионном тесте, основанном на окра-
шивании мазков крови диахромным анионным кра-
сителем — бромфеноловым синим по Пигаревскому 

В.Е. Результат реакции выражали в виде среднего ци-
тохимического коэффициента (СЦК). 

Диагностическую чувствительность тестов рассчи-
тывали как соотношение истинно положительных и 
истинно отрицательных результатов у пациентов. Ста-
тистическая оценка результатов проводилась метода-
ми вариационной статистики с использованием про-
граммного пакета Statistika 5.5 при помощи персо-
нального компьютера IBM PC под управлением опе-
рационной системы Microsoft Windows XP. Для выяв-
ления связи между признаками определяли коэффици-
ент ранговой корреляции Спирмена (r). Достоверность 
отличий показателей между группами была подтверж-
дена параметрическим критерием Стьюдента. 

Результаты
При анализе лейкограммы пациентов с ОИМ реги-

стрировался нейтрофильный лейкоцитоз — увели-
чение числа нейтрофилов на 62% (р< 0,05), чего при 
ХИБС не наблюдалось (таблица 1). Это является стан-
дартным (хотя и устаревшим) лабораторным призна-
ком заболевания. Увеличение ядерного индекса ней-
трофилов при ОИМ указывает на наличие острого 
воспалительного процесса. 

Таблица 1
Лабораторные показатели у пациентов с ИБС 

Table 1 
Laboratory parameters in patients with ischemic heart 

disease

Показатели/ 
Parameters

Контрольная 
группа/Control 

group, n=30

ОИМ/AMI  
n=21

ХИБС/CHID 
n=56

Нейтрофи-
лы ×109/л/ 
Neutrophils 

3,78±0,14 6,13±0,52* 4,52±0,17

Ядерный ин-
декс нейтрофи-
лов / neutrophils 
nuclear shift

0,05±0,05 0,08±0,01* 0,06±0,03

МПО (MIF, усл.
ед.)/ MPO (MIF, 
conditional units)

7,06±0,59 3,89±0,68* 4,25±0,17*

НКБ (СЦК, усл.
ед.) NEP (MCI, 
conditional units)

1,63±0,02 1,60±0,05 1,64±0,05

Тропонин, нг/мл 
Troponin, ng/ml 0 2,10±0,65 0

NT-proBNP, нг/
мл NT-proBNP, 
ng/ml

19,1±5,8 794,6±37,7* 521,7±24,6*

Примечание: * — р<0.05

Изменение количества нейтрофилов у больных 
с ОИМ закономерно сопровождалось существен-
ным возрастанием уровня тропонина — современ-
ного маркера острого повреждения миокарда. Одно-
временно увеличивалась концентрация NT-proBNP: в 
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41 раз у пациентов с ОИМ и в 27 раз при ХИБС. Эти 
данные убедительно подтверждают наличие патоло-
гии сердечной мышцы у всех пациентов, зависящие 
от формы ИБС. 

Уровень внутриклеточной МПО в нейтрофилах 
больных ОИМ снижался на 45%, при ХИБС — на 
40% (p<0,05) в сравнении с показателями контроль-
ной группы. Эти данные, полученные методом про-
точной цитометрии, оказались более значимо отлич-
ными от показателей здоровых людей, чем в случае 
использования нами рутинной цитохимической мето-
дики выявления МПО в мазках крови [11]. При этом 
показатель MIF у пациентов с ХИБС существенно 
не отличался от такового при ОИМ. Снижение уров-
ня цитоплазматической МПО при ИБС одновремен-
но с повышением содержания в крови уровня тро-
понина и pro-BNP при ОИМ может косвенно указы-
вать на наличие взаимосвязи между функционально-
метаболическим состоянием нейтрофильных грану-
лоцитов и повреждением миокарда. Это предположе-
ние подтверждается и установленной в данном иссле-
довании существенной корреляционной связью меж-
ду уровнем тропонина и цитоплазматической МПО 
(r=0,81, р<0,05).

Содержание НКБ в нейтрофилах при ОИМ не изме-
нялось, а при ХИБС появлялась незначительная тен-
денция к его повышению (p>0,05). В то же время, при 
корреляционном анализе установлена значимая зави-
симость между данным показателем и тропониновым 
тестом при ОИМ (r=0,86, р<0,05).

Важным условием использования лабораторного те-
ста в клинической практике является определение его 
диагностической ценности. В нашем исследовании 
мы установили, что диагностическая чувствитель-
ность снижения уровня MIF на 50% ниже нормы при 
ОИМ составляет 80%. Диагностическая чувствитель-
ность СЦК НКБ при ИБС была ниже 70%, что не по-
зволяет нам рассматривать данный показатель в каче-
стве метода диагностики ИБС. 

Обсуждение
Нейтрофильный лейкоцитоз, хотя и считается уста-

ревшим лабораторным тестом при ИБС, продолжает 
привлекать внимание исследователей. Наряду с пока-
занным в нашей работе и известным фактом повыше-
ния числа нейтрофилов (в том числе — палочкоядер-
ных форм) в последние годы обнаружены новые воз-
можности использования количественных показате-
лей клинического анализа крови. Например, показано, 
что не только увеличение количества нейтрофилов, но 
и среднего объема клетки характерно для ОИМ, а по-
вышение соотношения нейтрофилы/лимфоциты мо-
жет рассматриваться как фактор риска инфаркта ми-
окарда, в том числе у пациентов с ОКС без подъема 
сегмента ST [12, 13, 14, 15, 16]. 

Изменение уровня МПО в сыворотке крови при 
ИБС ранее были показаны рядом авторов. В частно-
сти, отмечалось повышение активности МПО в кро-
ви у пациентов с ОКС. Она коррелировала с уровнем 
тропонина, возрастом, гиперхолестеринемией, значи-
мостью сосудистых поражений [2, 5, 7, 8, 9, 17]. Это 
отчасти связано с тем, что МПО участвует не только в 
киллинге микробов, но и в окислительном поврежде-
нии липопротеидов (ЛП), что ведет к повышению на-
копления ЛП низкой плотности в сосудистой стенке 
и атерогенезу [2, 18]. Неудивительно, что в этом про-
цессе принимают участие не только жизнеспособные 
гранулоциты, но и так называемые «нейтрофильные 
ловушки», формирующиеся фактически из продук-
тов разрушения клетки и содержащие цитоплазмати-
ческие ферменты [19].

В нашем исследовании показано, что нейтрофиль-
ный лейкоцитоз при ОИМ сопровождается снижени-
ем уровня внутриклеточной МПО при ИБС, что, ско-
рее всего, связано с дегрануляцией нейтрофилов и вы-
ходом фермента в кровь. Величина диагностической 
чувствительности этого признака уступала по свое-
му значению признанному маркеру острого повреж-
дения миокарда — тропонину, хотя и имела с ним су-
щественную корреляционную зависимость. При хро-
нической форме ИБС увеличения числа нейтрофиль-
ных гранулоцитов не отмечено, но изменения уровня 
МПО были аналогичными.

НКБ (лизоцим, лактоферрин и другие), локализо-
ванные в лизосомах нейтрофилов, активно участвуют 
в кислороднезависимых процессах киллинга, и скорее 
всего именно им принадлежит важная роль в реализа-
ции воспалительного процесса при ИБС [20]. Опреде-
ление их уровня оказалось практически неинформа-
тивным показателем в диагностике ИБС. Однако в ра-
нее выполненных исследованиях нами показано, что 
этот тест может оказаться полезным в прогнозирова-
нии развития осложнений у пациентов после аортоко-
ронарного шунтирования [21]. 

Таким образом, исследование нейтрофилов перифе-
рической крови методом проточной цитометрии яв-
ляется дополнительным инструментом лабораторной 
диагностики ИБС.
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