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РЕЗЮМЕ

Целью исследования явилось изучение уровней активности НАД(Ф)-зависимых дегидрогеназ лимфо
цитов при различных исходах распространенного гнойного перитонита (РГП). Активность ферментов 
в лимфоцитах крови определялась биолюминесцентным методом. Установлено, что у больных с не
благоприятным исходом РГП в лимфоцитах крови более выраженно осуществляются реакции липид
ного анаболизма и катаболизма ксенобиотиков. Независимо от исхода заболевания в лимфоцитах 
крови больных РГП снижены уровни активности ферментов, определяющих интенсивность анаэроб
ного и аэробного дыхания, а также уровень пластических процессов при активации реакций липидно
го катаболизма и переноса продуктов через глицерол-3-фосфатдегидрогеназу на окислительно
восстановительные реакции гликолиза. Исходя из информативности уровней активности НАД(Ф)- 
зависимых дегидрогеназ в нейросетевой модели при классификации по исходу заболевания, предлага
ется метаболический коэффициент, обладающий прогностической значимостью.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: распространенный гнойный перитонит, исход заболевания, НАД-зависимые 
дегидрогеназы, НАДФ-зависимые дегидрогеназы, лимфоциты, метаболизм.

Введение

Несмотря на достижения в медицине, летальность 
при распространенном гнойном перитоните (РГП), 
являющаяся главным критерием оценки эффективно
сти применяемых способов лечения, удерживается на 
уровне 20-30% , достигая наиболее высоких цифр (50% 
и более) при третичном перитоните и перитоните, со
провождающемся развитием полиорганной недоста
точности и септического шока [1, 2]. В связи с этим 
появляется необходимость подробного исследования 
молекулярно-клеточных механизмов воспалительной 
реакции при перитоните.

Одним из перспективных направлений, позволяю
щих охарактеризовать патогенез нарушения реактив
ности иммунной системы при инфекционно-воспали
тельных процессах, является изучение метаболизма 
клеток иммунной системы. На сегодняшний день уста
новлено, что функциональные проявления лимфоци
тов, например, такие как дифференцировка, пролифе
рация, синтез рецепторов и цитокинов, осуществляют
ся только при соответствующем изменении их
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метаболизма [3-5]. В связи с тем что функциональная 
активность лимфоцитов во многом определяет течение и 
исход инфекционно-воспалительных заболеваний [6, 7], 
необходимо оценить степень нарушения внутрикле
точных метаболических процессов при перитоните.

Цель исследования — изучить уровни активности 
НАД(Ф)-зависимых дегидрогеназ лимфоцитов крови 
у больных распространенным гнойным перитонитом при 
благоприятном и неблагоприятном исходах заболевания.

В качестве показателей внутриклеточного метабо
лизма выбраны НАД(Ф)-зависимые дегидрогеназы, так 
как, во-первых, основными переносчиками электронов 
в клетках являются пиридиновые нуклеотиды, а отсю
да — активное участие оксидоредуктаз в биоэнергети
ческих процессах; во-вторых, НАД(Ф)-зависимые де
гидрогеназы, участвуя в направленной координации 
сопряженных метаболических потоков, в значительной 
степени обуславливают адаптивные изменения клеточ
ного обмена веществ [8—10].

М а те р и а л  и м е то д ы

Под нашим наблюдением находился 51 больной с 
РГП (23 мужчин и 28 женщин) внебольничного и гос
питального происхождения, проходивший лечение в
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отделении гнойной хирургии и отделении реанимации 
и интенсивной терапии МУЗ «ГБСМП им. Н.С. Карпо
вича» г. Красноярска. Средний возраст пациентов 
составил (54,2 ±  19,2) года. Из исследования были 
исключены больные, у которых перитонит был ослож 
нением панкреонекроза, неоперабельных онкологиче
ских заболеваний органов брюшной области и неопера
бельного нарушения мезентериального кровообращения. 
Исходную степень тяжести больных определяли по 
шкале SAPSII [11], тяжесть РГП исходно — по Ман- 
геймскому индексу перитонита и индексу брюшной 
полости [12, 13]. Наличие и степень выраженности 
полиорганной недостаточности исходно и в динамике 
определяли по шкале SOFA [14]. При оценке тяжести 
синдрома системной воспалительной реакции придер
живались критериев ACCP/SCCM [15]. В качестве 
контроля обследовано 75 здоровых людей аналогично
го возрастного диапазона.

Выделение общей фракции лимфоцитов осуществля
ли по общепринятому методу в градиенте плотности 
фиколл-урографина с последующей очисткой от прили
пающих клеток. Исследование активности НАД(Ф)- 
зависимых дегидрогеназ в лимфоцитах крови проведено 
с помощью биолюминесцентных методов [16]. Метабо
лизм лимфоцитов оценивали по активности следующих 
ферментов:глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ), 
глицерол-3-фосфатдегидрогеназы (Г3ФДГ), малик-фер
мента (НАДФМДГ), НАД- и НАДН-зависимой реакции 
лактатдегидрогеназы (АДГ и НАДН-ЛДГ), НАД- и 
НАДН-зависимой реакции малатдегидрогеназы (МДГ 
и НАДН-МДГ), НАДФ- и НАДФН-зависимой глута- 
матдегидрогеназы (НАДФГДГ и НАДФН-ГДГ), НАД
и НАДН-зависимой глутаматдегидрогеназы (НАДГДГ 
и НАДН-ГДГ), НАД- и НАДФ-зависимых изоцитратде- 
гидрогеназ (НАДИЦДГ и НАДФИЦДГ) и глутатионре- 
дуктазы (ГР). Активность НАД(Ф)-зависимых дегидро
геназ выражали в ферментативных единицах на 104 
клеток, где 1 Е =  1 мкмоль/мин [8]. Исследование 
проводили на ферментативном препарате КАБ(Р): 
FMN-оксидоредуктаза-люцифераза из Photobacterium  
leiognathi (получен в Институте биофизики СО РАН, 
Красноярск).

Все исследования выполнены с информированного 
согласия испытуемых и в соответствиис Хельсинкской 
декларацией Всемирной медицинской ассоциации 
«Этические принципы проведения научных медицин
ских исследований с участием человека» с поправками 
2000 г. и «Правилами клинической практики в Рос
сийской Федерации», утвержденными Приказом Мин
здрава РФ от 19.06.2003 г. №  266.

Статистический анализ осуществляли в пакете 
прикладных программ Statistica 8.0 for Windows

(StatSoft Inc., 2007).Описание выборки производили с 
помощью подсчета медианы М е  и интерквартильного 
размаха в виде 25-го и 75-го процентилей (LQ—UQ). 
Достоверность различий между показателями незави
симых выборок оценивали по непараметрическому 
критерию Манна—Уитни.

Для решения задач поддержки принятия решений 
использовали метод нейронных сетей. Нейросетевой 
классификатор представляет собой алгоритм, способ
ный к обучению и принятию решений, на основе рас
считанных весовых коэффициентов. Нейросеть вклю
чает набор входных нейронов (14 показателей актив
ности ферментов +  2) и матрицу синапсов (связи 
между нейронами). Классификация(принятие решения) 
происходит в зависимости от значений, регистрируе
мых на выходных нейронах. Обучение нейронной сети 
проводилось методом обратного распространения 
ошибки. Для расчета параметров модели принятия 
решений использовалась обучающая выборка, состоя
щая из объектов, каждый из которых характеризуется 
определенным набором показателей активности фер
ментов в лимфоцитах одного человека. Все объекты 
обучающей выборки нейросетевого классификатора 
разбиты на классы (больные с благоприятным и не
благоприятным исходами заболевания), в отношении 
которых и решается задача классификации. По окон
чанию классификации подсчитывается информатив
ность вводимых показателей [17].

Р е зул ьта ты  и о б с у ж д е н и е

Клинические проявления синдрома системной вос
палительной реакции перед первичной операцией по 
поводу перитонита отмечались у 47 больных 
((94,0 ±  3,4)%). Преобладали больные с тяжелыми 
проявлениями синдрома системной воспалительной 
реакции (тяжелый сепсис и септический шок) — 34 
((68,0 ±  6,6)%). Тяжесть состояния по шкале SAPS II 
составила 29 (16—37) балла. Выраженность полиорган
ной недостаточности по шкале SOFA — 2 (1—4) балла. 
Интраоперационная оценка тяжести перитонита дала 
следующие результаты: Мангеймский индекс перито
нита в среднем составил 28 (25—33), индекс брюшной 
полости — в среднем 14 (13—14).

При исследовании уровней активности НАДФ- 
зависимых дегидрогеназ лимфоцитов крови у больных 
перитонитом в зависимости от исхода заболевания об
наружено, что активность НАДФМДГ в лимфоцитах 
крови больных перитонитом снижена относительно кон
трольных значений как при благоприятном, так и при 
неблагоприятном исходе (рис. 1, а). Однако у больных с 
неблагоприятным исходом понижение уровня активно
сти более выражено, чем при благоприятном исходе.
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Рис. 1. Активность НАДФ-зависимых дегидрогеназ в лимфоцитах крови у больных РГП в зависимости от исхода заболевания. Здесь и на 
рис. 2 и 3: р\ — статистически достоверные различия с активностью ферментов контрольной группы; рг — статистически достоверные различия

с активностью ферментов больных с благоприятным исходом РГП

Уровни активности Г6ФДГ, НАДФГДГ, НАДФИЦДГ, 
ГР и НАДФН-ГДГ в лимфоцитах у больных перитони
том снижены относительно контрольных значений 
независимо от исхода заболевания (рис. 1, б-е).

При исследовании уровней активности НАД- 
зависимых дегидрогеназ лимфоцитов крови у больных 
перитонитом обнаружено, что активность Г3ФДГ по
вышена, тогда как активность ЛДГ, МДГ и НАДГДГ 
снижена относительно контрольных уровней незави
симо от исхода заболевания (рис. 2, а -г) . Аналогич
ным образом  изменяется активность НАДН-

зависимых реакций дегидрогеназ в лимфоцитах кро
ви больных перитонитом: снижена относительно 
контрольных уровней независимо от исхода заболе
вания (рис. 3, а -в).

Вариабельность изменений уровней активности 
НАД(Ф)-зависимых дегидрогеназ в лимфоцитах у 
больных перитонитом в зависимости от исхода забо
левания оказалась информативна в модели нейросете- 
вого анализа (рис. 4). Обнаружено, что наиболее ин
формативными показателями модели являются уровни 
активности ЛДГ, МДГ, ГР, НАДФН-ГДГ и НАДФМДГ.
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Рис. 2. Активность НАД-зависимых дегидрогеназ в лимфоцитах крови у больных РГП в зависимости от исхода заболевания

Рис. 3. Активность НАДН-зависимых дегидрогеназ в лимфоцитах крови у больных РГП в зависимости от исхода заболевания
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Рис. 4. Информативность НАД- и НАДФ-зависимых дегидроге
наз лимфоцитов у больных в зависимости от исхода РГП в модели 

нейросетевого классификатора

Исследуемые ферменты занимают ключевые пози
ции на разных метаболических путях клетки, характе
ризуя основные обменные процессы и тем самым оп
ределяя функциональные возможности лимфоцитов. В 
целом метаболизм лимфоцитов у больных перитони
том характеризуется низкой активностью большинства 
исследуемых НАДФ- и НАДФН-зависимых дегидроге
наз (НАДФМДГ, Г6ФДГ, НАДФГДГ, НАДФИЦДГ, ГР 
и НАДФН-ГДГ) и некоторых НАД- и НАДН-зависимых 
ферментов (Г3ФДГ, ЛДГ, МДГ, НАДГДГ, НАДН-ЛДГ, 
НАДН-МДГ и НАДН-ГДГ). При этом активность 
только НАДФМДГ различается в зависимости от ис
хода заболевания. НАДФМДГ -  фермент, принимаю
щий активное участие в системе липидного анаболиз
ма и катаболизма ксенобиотиков [3, 9]. Снижение его 
активности в лимфоцитах крови больных перитонитом 
определяет пониженную интенсивность анаболизма 
липидов. Причем у больных с неблагоприятным исхо
дом заболевания активность фермента значительно 
снижена, в том числе и относительно выявленной у па
циентов с благоприятным исходом заболевания. Г3ФДГ 
— фермент, принимающий участие в процессах липидно
го катаболизма и глицеролфосфатном челночном меха
низме [8, 18]. Повышение его активности прежде всего 
отраж ает высокий уровень интенсивности катаболиче- 
ских процессов в лимфоцитах при перитоните. Интен
сивность анаэробного гликолиза в лимфоцитах боль
ных перитонитом снижена, так как у них выявляется 
низкая активность анаэробной реакции ЛДГ.

Г6ФДГ является ключевым и инициализирующим 
ферментом пентозофосфатного цикла, от активности 
которого зависит широкий спектр синтетических про
цессов [8, 10, 19]. Соответственно, снижение активно
сти фермента в лимфоцитах больных перитонитом 
определяет значительную недостаточность реакций

пластического обмена. Кроме того, известно, что 
НАДФН, образованный на окислительной стадии пен
тозофосфатного цикла, может принимать участие в 
восстановлении окисленного глутатиона [20]. В связи 
с этим снижение активности ГР в клетках больных 
перитонитом может определяться недостаточностью 
НАДФН и обусловить активацию перекисных процес
сов. В то же время этими же авторами отмечается 
возможность стимуляции субстратного потока по пен- 
тозофосфатному циклу при повышении содержания в 
клетках окисленного глутатиона [21]. Однако дисба
ланс метаболических процессов в лимфоцитах крови у 
больных перитонитом приводит к нарушению регуля
торных взаимосвязей и, как следствие, снижению ак
тивности НАДФ- и НАДФН-зависимых ферментов 
цитоплазматического компартмента клеток.

НАДФ-зависимая изоцитратдегидрогеназа опреде
ляется как вспомогательная дегидрогеназа цикла три- 
карбоновых кислот, осуществляющая субстратный 
поток по циклу в условиях НАДН-зависимого ингиби
рования НАД-зависимых ферментов цикла Кребса [22, 
23]. В нашем исследовании установлено, что актив
ность МДГ (НАД-зависимой дегидрогеназы лимонного 
цикла) в лимфоцитах больных перитонитомснижена, 
тем самым определяя низкую интенсивность субстрат
ного потока на терминальном этапе цикла Кребса. 
Подобное состояние метаболических процессов в ми
тохондриальном компартменте лимфоцитов пациентов 
с перитонитом может определяться низкой активно
стью прямых и обратных реакций НАД- и НАДФ- 
зависимой глутаматдегидрогеназ. Данные ферменты 
осуществляют взаимодействие цикла трикарбоновых 
кислот с реакциями аминокислотного обмена, также 
принимая участие в обмене азота [8]. Состояние 
аэробного дыхания не только зависит от интенсивно
сти субстратного потока по циклу Кребса, но и опре
деляется уровнем водородного градиента в митохонд
риях. НАДН-МДГ является ключевой в системе малат- 
аспартатного шунта митохондрий, соответственно, 
снижение ее активности определяет возможность 
снижения водородного градиента с ингибированием 
аэробных процессов в лимфоцитах больных РГП. Не
обходимо отметить, что низкая активность аэробной 
реакции ЛДГ такж е может отрицательно влиять на 
уровень аэробного дыхания.

В целом уровень активности исследуемых ф ер
ментов в лимфоцитах крови больных перитонитом 
незначительно различается в зависимости от исхода 
заболевания. В связи с этим, исходя из информатив
ности ферментов в модели нейросетевого классифи
катора, мы предлагаем рассчитывать метаболический 
коэффициент (МК), характеризующий соотношение
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активности реакций НАДФН-зависимого восстановле
ния к уровням реакций НАД-зависимого окисления: 
МК =  (ГР х НАДФН-ГДГ) /  (АДГ х МДГ) [24]. При 
величине коэффициента ниже 0,005 прогнозируется 
неблагоприятный исход заболевания, при величине 
коэффициента равной и выше 0,005 — благоприятный. 
По результатам проведенного определения МК и пер
спективного анализа исхода заболевания установлено, 
что у 30 больных наблюдалось совпадение прогноза 
(96,8% совпадений).

Исход заболевания в значительной степени оп
ределяется интенсивностью системного воспаления 
и уровнем полиорганной недостаточности. Следстви
ем этого является изменение содерж ания в перифе
рической крови ряда цитокинов и других биологиче
ски активных веществ [7]. М ожно предположить, 
что регуляторное влияние всего комплекса биологи
чески активных веществ на лимфоциты модулирует 
их внутриклеточный метаболизм и тем самым ф ор
мирует характерный для исхода перитонита спектр 
уровней активности НАД- и НАДФ-зависимых дегид
рогеназ.

Заключение

Таким образом, у больных с неблагоприятным ис
ходом РГП в лимфоцитах крови более выраженно 
снижается активность НАДФМДГ, характеризующая 
интенсивность реакций липидного анаболизма и ката
болизма ксенобиотиков. Независимо от исхода забо
левания в лимфоцитах крови больных перитонитом 
снижены уровни активности ферментов, определяю
щих интенсивность анаэробного и аэробного дыхания, 
а также уровень пластических процессов при активации 
реакций липидного катаболизма и переноса продуктов 
через Г3ФДГ на окислительно-восстановительные реак
ции гликолиза. Недостаточность образования НАДФН в 
цитоплазматическом компартменте лимфоцитов при 
перитоните определяет низкую активность реакции 
восстановления глутатиона. Снижение субстратного 
потока на уровне терминальных реакций цикла три- 
карбоновых кислот обусловлено нарушением взаимо
действия с реакциями аминокислотного обмена. Исхо
дя из информативности уровней активности НАД- и 
НАДФ-зависимых дегидрогеназ в нейросетевой модели 
при классификации по исходу заболевания, предлага
ется метаболический коэффициент, обладающий про
гностической значимостью.
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COMMUNICATION OF NAD- AND NADP-DEPENDENT DEHYDROGENASE ACTIVITIES 

IN LYMPHOCYTES WITH OUTCOME OF PREVALENCE PURULENT PERITONITIS

S a v c h e n k o  A .A .1, Z d z i t o v e t s k y  D .E .2, L u z a n  N .A .1

1 Institu te o f  M edical Problems o f  the N orth , Krasnoyarsk, Russian Federation
2 Krasnoyarsk State M edical University named after Prof. V.F. Voyno-Yasenetsky, Krasnoyarsk, Russian Federation

ABSTRACT

Aim of this study was to investigate of NAD(P)-dependent dehydrogenases activity in lymphocytes at 
different outcomes widespread purulent peritonitis(WPP). Enzyme activity in blood lymphocytes was 
determined by bioluminescent method. Found that patients with a poor outcome of WPP in blood 
lymphocytes made more pronounced reaction of lipid anabolism and catabolism of xenobiotics. 
Regardless of the outcome of the disease in blood lymphocytes of WPP patients reduced levels of 
enzymes activity that determine the intensity of anaerobic and aerobic respiration and the level of 
plastic processes, but the activation reactions of lipid catabolism and transport products through 
glycerol-3-phosphate dehydrogenase on reactions of glycolysis. Based on the informativeness of the 
NAD(P)-dependent dehydrogenases activity in the classification neural network model for the disease 
outcome, metabolic coefficient is proposed, which has prognostic significance.

KEY WORDS: widespread purulent peritonitis, disease outcome, NAD-dependent dehydrogenases, 
NADP-dependent dehydrogenases, lymphocytes, metabolism.
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