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ПОКАЗАТЕЛИ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ ЛЕЙКОЦИТОВ У ДЕТЕЙ  
БОЛЬНЫХ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМОЙ, ПОЛУЧАВШИХ 

ИНГАЛЯЦИИ ГИПЕРКАПНИЧЕСКОЙ ГИПОКСИЧЕСКОЙ
ГАЗОВОЙ СМЕСИ

Московская медицинская академия им.И.М.Сеченова

LEU K OCYTA L H E M IL U M IN E S C E N C E  PARAM ETERS IN  B R O N C H IA L  A STH M A  IN FA N T S 

O B T A IN IN G  H Y PE R C A PN IC  H Y PO X IC M IX TU R E IN H A LA TIO N

R.A.Dairova, N.A.Heppe, S.Bolevich, A.H.Kohan 

S u m m a r y

T he C O 2 effect on phagocytai generation o f reactive oxygen species was studied in 40 bronchial asthm a infants 
obtaining therapy with hypercapnie hypoxic gas mixture (H H G M ) inhalations. It was found tha t chem ilum inescence 
intensity param eters were greater in that patients during the postattack period than  in healthy infants. D uring the 
interm edia period, the param eters decreased but were significantly higher than in controls. T he satisfactory leucocyte 
sensitivity to  C O 2 was found in  37.5% o f patients, that well correlates with positive clinical effect. T he lower effect 
from  H H G M  was noted in 62.5% of infants with the decreased reaction to  C O 2 . T he role o f leukocytes in 
b ronchoconstriction was shown.

Р е з ю м е

И зучено влияние С О 2 на генерацию  активны х форм кислорода ф агоцитами у больных бронхиальной 
астмой 40 детях, в лечении которых использовали ингаляции гиперкапнической гипоксической  газовой 
смеси (ГГС). В ыявлено, что в послеприступном периоде показатели интенсивности хемилю м инесценции 
были вы ш е по сравнению  с контрольной группой (здоровые дети). В меж приступном периоде они 
сниж аю тся, но превы ш аю т контрольные значения. Выялена у 37,5% больных хорош ая чувствительность 
лейкоцитов к С О 2 , что хорош о коррелировало с клиническим  полож ительны м эф ф ектом . У 62,5% детей 
со сниж енной реакцией к С О 2 отмечен меньш ий эф ф ект от ГГС. П оказана роль лейкоцитов в развитии 
бронхоконстрикции при бронхиальной астме у детей.

В последние 10— 15 лет отмечен значительный рост патогенетические подходы к выбору метода терапии,
бронхиальной астмы (БА) среди детского населения [4]. Важнейшим компонентом бронхообструктивного синдрома
Разработано множество теорий механизмов развития является воспалительный процесс в дыхательных путях [4].
бронхоконстрикции при БА, которые определяю т М еханизм возникновения приступа БА охватывает



ряд клеточных взаимодействий, включающих стиму
ляцию клеточных элементов воспаления, таких как 
тучные клетки, макрофаги, нейтрофилы, эозинофилы. 
Все эти клетки обладают способностью генерировать

•  активные формы кислорода, являющиеся медиаторами 
воспаления. А.Х.Коганом и сотр. [7] было выявлено 
ингибирующее влияние СО2 на генерацию активных 
форм кислорода (АФК) фагоцитами у здоровых людей. 
Нарушение свободнорадикальных процессов отмеча
ется при различных заболеваниях, протекающих с 
выраженными воспалительными реакциями [5,6,10]. 
Целью нашей работы явилось изучение влияния СО2 

на генерацию активных форм кислорода фагоцитами 
при БА у детей и влияния ингаляций гиперкапничес- 
кой гипоксической газовой смеси (ГГС) на течение 
заболевания.

Ингаляции ГГС были использованы у 40 детей 
больных БА в возрасте 10— 14 лет. 15 здоровых детей 
10— 14 лет составили контрольную группу. Среди 
больных было 17 девочек и 23 мальчика. БА диаг
ностировали на основании общеклинических критериев 
и данных лабораторного, инструментального и аллер-

•  гологического обследования. У 37 детей была атопичес
кая БА среднетяжелого течения и у 3 легкого течения. 
25 детей были в межприступном и 15 детей в 
послеприступном периоде заболевания. Всем больным 
назначили гипоаллергенную диету, массаж грудной 
клетки. Ряд больных (7 детей) в послеприступном 
периоде получали эуфиллин, интал, антигистаминные 
препараты в возрастных дозах.

ГГС проводили методом возвратного дыхания с 
помощью газонакопителя — полиэтиленового мешка 
емкостью 5 литров. Пациент надувал перед каждой 
ингаляцией газонакопитель и затем дышал из него 

. через маску. Продолжительность ингаляции из газо
накопителя от 3 до 5 минут 4 раза с 5-минутными 
перерывами 1— 2 раза в день. К концу 5-минутного 

*  цикла концентрация СО2 в газонакопителе составляла 
3,0— 3,5% , а концентрация О2 снижалась до 16— 18%. 
Курс продолжался 10— 14 дней и повторялся через 
3— 6 месяцев. До начала и в конце курса ГГС у всех 
больных исследовали функцию внешнего дыхания, 
газы крови, кислотно-щелочное состояние, иммуно
глобулины (Ig) А, М, G, Е и определяли генерацию 
активных форм кислорода лейкоцитами (ГАФКЛ). 
Функцию внешнего дыхания определяли на спирогра
фе “Pneum oscreen II” фирмы “Jaeg er”. Оценивались 
показатели форсированной жизненной емкости легких 
(ФЖЕЛ — FVC) и максимальной скорости при выды
хании 50%  Ф Ж ЕЛ (MCBso — FEVso). КЩС и напря
жение О2 смешанной капиллярной крови определяли 
на аппарате Микро-Аструп фирмы “Радиометр” (Дания). 

^  Ig А, М, G, определяли по методу Манчини, IgE 
определяли иммуноферментным методом.

ГАФКЛ определяли люминолзависимым хемилю- 
минесцентным (ХЛ) методом. Влияние СО2 на ГАФКЛ 
исследовали по модифицированной методике А.Х.Когана. 
Лейкоциты выделяли из венозной крови по уже 
известной методике [2,3], освобождали их от примеси 
эритроцитов осмолизисом дистиллированной водой.

Взвешивали лейкоциты в забуферном 0,9%  растворе 
натрия хлорида с рН =7,35 (ЗБФ Р), состоящем из 7,5 
мл 0,9%  раствора натрия хлорида и 2,5 мл фосфатно
щелочного буфера рН=7,35, и в собственной плазме [1]. 
0,2 мл полученной взвеси лейкоцитов концентрацией 
2500 клеток в 1 мкл помещали в мииибарокамеру 
(аппарат “Камовского”). Из минибарокамеры под 
контролем манометра откачивали воздух до давления 
671,6 мм рт.ст. и вводили СО2 (58,4 мм рт.ст.), 
повышая общее давление до 730 мм рт.ст. При этом 
в минибарокамере оставалось разрежение 30 мм рт.ст., 
необходимое для обеспечения ее герметичности. Таким 
образом в минибарокамере создавалась газовая смесь: 
воздух Р=678,6 мм рт.ст. (92% ) + СО2 Р=58,4 мм 
рт.ст. (8% ). Содержание О2 в смеси снижалось до 
19,0%. По аналогичной технологии готовили другую 
газовую смесь: воздух Р=584 мм рт.ст. (80% ) + СО2 
Р= 146 мм рт.ст. (20% ). В этой смеси концентрация 
О2 снижалась до 16,8%. Для контроля в минибарока
меру помещали лейкоцитарные пробы рН=7,35, на 
такие же величины давления откачивали воздух, одна
ко вместо СО2 опять вводили воздух на величину 
давления, равную в опытах (соответственно 58,4 и 146 
мм рт.ст.). Поскольку 8%  и 20%  СО2 снижает pH 
ЗБФ Р с 7,35 до 7,30, что само по себе может изменить 
ХЛ лейкоцитов, то возникла необходимость внесения 
поправки на влияние сдвига pH на ХЛ-показатели: 
лейкоциты взвешивали в ЗБ Ф Р рН=7,30, помещали в 
минибарокамеру, откачивали воздух на величину давле
ния, равную РСО 2 в опыте, и возвращали воздух в 
барокамеру на такую же величину. Опытные и кон
трольные пробы инкубировали в термостате при 
температуре 36,9°С 20 минут, после чего их извлекали, 
добавляли 0,02 мл насыщенного изоосмолярного водного 
раствора люминола рН=7,35, помещали в хемолю- 
минометр ЛКБ, “Ша11ак” (Ш веция) и при 36,9°С 
регистрировали ХЛ до выхода на плато-максимум. Это 
соответствовало базальному показателю ХЛ (ПИХЛб). 
Затем к клеточной взвеси добавляли 0,2 мл опсони- 
зированного зимозана (исходная концентрация 500 мг 
зимозана + 50 мл ЗБФ Р) и продолжали измерение до 
второго плато-максимума, что соответствовало стиму
лированному показателю ХЛ (ПИХЛс).

Рассчитывали показатель базальной и стимулирован
ной интенсивности ХЛ одного лейкоцита по формуле:

максим. ХЛ  ' 10ПИХЛ  = ----------------------------------------------------------------------г-------------т-------
количество гранулоцитов и моноцитов в исследуемом объеме

Изменение ПИХЛб и ПИХЛс в каждом случае под 
влиянием СО2 оценивали в процентах по следующей 
схеме:

1 этап: рассчитывали изменение ПИХЛб и ПИХЛс 
под влиянием сдвига pH до 7,30 по формуле:

ПИХЛ в ЗБФ Р pH  =  7,35 -  ПИХЛ в ЗБФ Р pH  = 7,30 , лл /|Ч
------------------------ - ------------------------------------------ -------------хЮО (1)

ПИХЛ в ЗБФ Р pH  =7,35

2 этап: рассчитывали изменение ПИХЛб и ПИХЛс 
при совместном влиянии молекул СО2 и смещенного 
ими pH до 7,30 по формуле:

ПИХЛ в ЗБФ Р pH  =  7,35 -  ПИХЛ  + С 02 (8% и 20%)

П И Х Л  в ЗБФ Р p H - 7,35 х1



3 этап: рассчитывали изменение ПИХЛб и ПИХЛс, 
отражающее влияние только СОг(8%  и 20% ) по 
формуле:

(3) = (2) -  (1)
4 этап.  В случае с лейкоцитами, взвешенными в 

собственной плазме, рассчитывали изменение ПИХЛб 
и ПИХЛс под влиянием 8%  и 20%  СО2 по формуле:

ПИХЛ до воздейст вия С 0 2 ~  ПИХЛ после воздейст вия С02  
ПИХЛ до воздейст вияС 02

Таким образом, рассчитывали 8 показателей:
1,2 — ПИХЛб и ПИХЛс лейкоцитов, взвешенных в 
ЗБФ Р, до и после воздействия 8%  СО2 ; 3, 4 — ПИХЛб 
и ПИХЛс лейкоцитов, взвешенных в ЗБФ Р, до и после 
воздействия 20%  СО2 ; 5, 6 — ПИХЛб и ПИХЛс 
лейкоцитов, взвешенных в собственной плазме, до и 
после воздействия 8%  СО2 ; 7, 8 — ПИХЛб и ПИХЛс 
лейкоцитов, взвешенных в собственной плазме, до и 
после воздействия 20%  СО 2 .

Каждое изменение ПИХЛб и ПИХЛс под влиянием 
СО2 оценивали по следующей системе: снижение 
ПИХЛб и ПИХЛс до 30%  принимали за 1 балл, от 30 
до 60%  — за 2 балла и больше 60%  — за 3 балла. 
Общая их сумма от 22 до 24 баллов расценивалась как 
показатель хорошей чувствительности лейкоцитов к СО2 . 
При сумме 19 и менее баллов или при повышении одного 
из показателей под влиянием СО2 результат расцени
вался как низкая чувствительность лейкоцитов к СО2 .

Исследования ГАФКЛ у детей в послеприступном 
и в межприступном периодах показало, что ПИХЛб и 
ПИХЛс в послеприступном периоде были существенно 
выше, чем в межприступном периоде и в контроле 
(табл.1).

В послеприступном периоде, когда сохраняются 
клинические проявления бронхообструктивного синдрома 
(единичные хрипы, умеренная одышка), снижение 
функций дыхания, гипоксемия, генерация АФК усилена. 
В межприступном периоде, т.е. клинико-лабораторной 
ремиссии, эти показатели снижались, но к норме не 
приходили.

Генерация АФК лейкоцитами в приступном периоде 
БА по данным М аэаЫ ко К а ¿о е / а/. [8] тесно корре

Т а б л и ц а  1

Х ем олю м инесцентны е п о к азател и  генерац и и  активны х 
ф орм  кислорода лей коц и там и  (мВ/с*10 лей коц и тов), 
взвеш енными в ЗБ Ф Р  и собственной плазме, у  детей больных 
БА в послеприступном  и м еж приступном  периодах  ( М ±  т)

П ериод БА

Лейкоциты, 

взвеш енны е в З Б Ф Р

Лейкоциты, 

взвеш енны е в плазме

ПИХЛб ПИХЛс ПИХЛб П ИХЛс

М еж приступны й п=25 

Послеприступный л= 15 

Контроль л = 2 0

271,1 ± 2 3 ,4  

370,8 ±  18,3*.*# 

2 8 5 ,5 ± 4 4 ,2

5 4 0 ,0 ± 7 3 ,4

860,2±81,2**>#

4 3 3 ,9± 64 ,1

2 11 ,7 ±  19,6 

3 05,6 ±  104,2 

171,2 ± 2 8 ,1

4 7 0 ,8 ± 6 3 ,2  

725,7 ±  114,7# 

716,1 ±  160,7

П р и м е ч а н и е .  * — р<0,05 по сравнению с контролем;
** — р<0,001 по сравнению с контролем; # — /?<0,05 между 
периодами БА, ## — р<0,001 между периодами БА.

лирует с бронхиальной гиперреактивностью. Длительно 
сохраняющаяся продукция повышенного уровня АФК 
не только в приступном, но и в послеприступном и 
межприступном периоде может быть фактором, поддер
живающим бронхиальную гиперреактивность, и соот
ветственно предрасполагать к возникновению обострения. 
Отмечена также высокая чувствительность лейкоцитов 
к стимулирующим факторам у детей больных БА. При 
инфильтрации бронхиальной ткани лейкоцитами и 
сохраняющейся высокой активности незначительная 
стимуляция, по-видимому, может приводить к повторному 
выбросу медиаторов. Полученные данные подтверждают 
точку зрения Б.УРаээегтап [9] о наличии при БА 
воспаления дыхательных путей. П оказатели ГАФКЛ 
в собственной плазме были несколько ниже, чем в 
ЗБФ Р, что, возможно, связано с наличием плазменных 
факторов, которые ингибируют процесс образования АФК.

Лейкоциты больных БА по разному реагировали на 
воздействие 8%  и 20%  СО2 в минибарокамере. У 
ч асти  больн ы х (3 0 % ) п р о и сх о д и л о  и н ги б и р о в а
ние ГАФКЛ практически как в контроле, у других 
наоборот снижалось ингибирующее влияние СО2 и 
усиливалась ГАФКЛ.

Все больные были разделены на две группы с учетом 
чувствительности лейкоцитов к гиперкапнической 
газовой смеси. Выявлена хорошая чувствительность к 
СО2 (22— 24 балла) у 15 (37,5% ) больных. У 25 (62,5% ) 
больных — низкая чувствительность (сумма баллов 
составляла 19 и меньше). В эту группу вошли 4 детей, 
у которых сумма баллов составила 20— 21.

Из 15 больных, чувствительных к СО2 , у 10 детей 
наблюдался хороший клинический эффект (табл.2). 
Приступов астмы не отмечено в течении 1,5 года, дети 
меньше болели ОРВИ, физически становились крепче, 
активнее. У 5 детей, несмотря на хорошую чувстви
тельность к СО2 , отмечен меньший клинический эф 
фект от ингаляции ГГС — урежение частоты приступов 
в год, удлинение ремиссии, уменьшение количества и 
доз применяемых лекарств в 2— 3 раза. Дети реже 
болели ОРВИ, однако приступы сохранялись. Из 25 
больных с низкой чувствительностью к СО2 у 13 детей

Т а б л и ц а  2

И зм енение XJI-п о к азател ей  генерац и и  ак ти в н ы х  форм 
кислорода лейкоц итам и  (м В /с-10 л ей к о ц и то в ) у детей 
больны х БА до и после л ечен и я  ГГС / л  vivo  с учетом 
чувствительности  лей коц и тов  к СО2

ПИ ХЛб П ИХЛс

Группа до лечения после лечения до лечения после лечения

ГГС ГГС ГГС ГГС

1-я 3 0 0 ,8 ± 5 2 ,3 16 4 ,2 ±  19,2* 522,1 ±2,1 3 5 6 ,3 ± 4 0 ,6 *

2-я 229,1 ± 4 9 ,5 474,2±24,42**.## 544,4 ± 5 6 ,0 71 0 ,6 ±  131#

П р и м е ч а н и е . *  — /?<0,05 между показателями до и после 
лечения ГГС; ** — р<0,001 между показателями до и после лечения 
ГГС; # — р<0,05 между соответствующими показателями 1-й и 2-й 
группы больных; ## — р<0,001 между соответствующими
показателями 1-й и 2-й группы больных.



Т а б л и ц а  3

Динамика функциональных показателей у детей больных БА в зависимости от чувствительности лейкоцитов к С 0 2 до и 
после курса лечения ГГС

Группа больных
М О С да "/„ от должн. pH р С 0 2, мм рт.ст. р 0 2, мм рт.ст.

до лечения после лечения до лечения после лечения до лечения после лечения до лечения после лечения

1-Я 87,75±8,57 88,87 ±9,9 7,477±0,263 7,415+0,355 33,86+2,81 39,44 + 2,77* 73,95±3,78 77,95±3,75
2-Я 91,66±4,72 84,0+7,6 7,452+0,211 7,434±0,341 31,7 ±3,5 33,6±4,1 75,15 ± 3 ,15 77,84+4,2

П р и м е ч а н и е .  * — р<0,05.

ингаляции ГГС оказали незначительное влияние на 
течение БА: количество приступов урежалось, соот
ветственно удлинялась ремиссия, но по тяж ести 
приступы оставались прежними, купировались разно
образными лекарственными препаратами. У части 
больных отмечено увеличение физической активности, 
большинство стали посещать уроки физкультуры, реже 
болели ОРВИ. У 12 больных не отмечено клиничес- 

<8 кого эффекта от немедикаментозного метода ГГС. 
Течение болезни оставалось прежним, либо прогрес
сировало (4 детей).

Лечение детей больных БА показало (см.табл.2), что 
в 1-й группе детей с хорошей чувствительностью к 
СО2 и исходно высокими ХЛ-показателями ГАФКЛ 
ПИХЛб и ПИХЛс после курса ГГС уменьшились 
соответственно в 1,8 и 1,5 раза (р<0,05 для обоих 
показателей). Во 2-й группе (нечувствительных к СО2) 
начальные показатели ПИХЛб и ПИХЛс превышали 
данные в контрольной группе. После лечения ГГС 
значения ПИХЛб и ПИХЛс возрастали соответ
ственно в 2,1 и 1,3 раза (р<0,05 и р>0,05). Таким 
образом, в 1-й группе больных СО2 снижало, во 2-й 
группе усиливало ГАФКЛ лейкоцитами.

*  Мы сопоставили полученные данные с исследованиями 
ФВД, КЩС и газами крови (табл.З), с Ig А, М, G, Е.

Спирографические данные у детей как в 1-й, так и 
во 2-й группах (ФЖ ЕЛ, М ОС 50) до начала лечения 
были в пределах нормы. После курса ГГС в 1-й группе 
ФВД оставалась нормальной, во 2-й группе больных 
отмечалась тенденция к снижению показателей МОС50. 
Необходимо отметить, что в этой группе больных 
почти все дети получали помимо ГГС и традиционную 
бронхолитическую терапию. В 1-й группе больных 
отмечен рост рСОг в крови в 1,2 раза (р<0,05). Во 2-й 
группе детей рост рСОг был незначительным. Пока
затели р0 2  у большинства больных приходили к норме.

Исследование иммуноглобулинов показало рост IgA 
от 158,75± 34,62 до 195,1 ±41 ,66  мг% и IgG от 
1396,2 ±  118,04 до 1431,2± 208,6 мг% в 1-й группе и

*  отсутствие изменений показателей во 2-й группе. IgM 
в обеих группах оставался без изменений. Демонстра
тивные изменения выявлены со стороны показателей 
общего IgE. У 65% из общего числа больных после курса

ГГС отмечено снижение в 2 и более раз уровня IgE. После 
курса ГГС показатели приближались к нормальным 
цифрам у детей только в 1-й группе. Во 2-й группе 
показатели IgE на фоне комплексной терапии также 
снижались, но были значительно выше и после лечения.

Таким образом, бронхиальная астма представляет 
воспалительное заболевание, при котором лейкоцитам 
отводится важная роль в развитии бронхоконстрик- 
ции путем генерации АФК, которые выступают как 
медиаторы воспаления. Различие в реагировании лейко
цитов на воздействие СО2 может быть критерием 
отбора больных для лечения ГГС, так как в этом случае 
СО2 оказывает ингибирующее влияние на генерацию ими 
АФК и способствует уменьшению воспаления в бронхах.
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