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ОСОБЕННОСТИ РЕСТРУКТУРИЗАЦИИ ХРОМАТИНА И АКТИВАЦИИ 

ЯДЕР НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ В ПРОЦЕССЕ 
ХИРУРГИЧЕСКОГО ЛЕЧЕНИЯ НР-АССОЦИИРОВАННОГО 

ГАСТРИТА, АССОЦИИРОВАННОГО С ЯЗВЕННОЙ БОЛЕЗНЬЮ 
ДВЕНАДЦАТИПЕРСТНОЙ КИШКИ
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Методом топологического исследования реструктуризации хроматина нейтрофильных гранулоцитов 
(НГ) здоровых людей и больных язвенной болезнью двенадцатиперстной  кишки (ЯБДК) в условиях хи-
рургического лечения установлена адекватная динамика их активационного потенциала. Исследование ядер 
НГ лиц контрольной группы показало, что величина оптической анизотропии хроматина их ядер составляет 
в среднем 2,65 ± 0,11. При этом показатель активации нейтрофилов (ПАН) составил 1,35 ± 0,11. У больных 
ЯБДК, осложненной стенозом, до планового оперативного вмешательства величина анизотропии ядер НГ 
колебалась от 2,09 до 2,4, составляя в среднем 2,2 ± 0,007, что на 17 % было ниже, чем в ядрах аналогичных 
клеток лиц контрольной группы (P < 0,01). При этом величина ПАН составила 1,8 ± 0,007. Через 1 месяц по-
сле операции ядра НГ больных ЯБДК обнаружили усиление эффекта анизотропии по сравнению с предыду-
щим сроком исследования, уровень которого составил в среднем 2,35 ± 0,006, при этом показатель ПАН со-
ответственно снизился до 1,65 ± 0,006. Увеличение уровня анизотропии ядер НГ на 7 % превысило уровень, 
характерный для лиц, обследованных до оперативного вмешательства (P < 0,05), однако величины контроля 
не достигло и составляло 88,7 % его уровня. (P < 0,001). По нашему мнению, остающаяся повышенной, по 
сравнению с контролем, активационная готовность хроматина ядер НГ указывает на то, что оперативное 
лечение в комплексе с другими традиционными методами лечения ЯБДК, имея положительный эффект, не 
устраняет патогенетических причин данного заболевания.
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The method of the study of the topological restructuring of the chromatin of neutrophil granulocytes (NG) 
healthy people and patients with duodenal ulcer (DU) in the surgical treatment of conditions set adequate dynamics 
of their potential activation. The study of nuclei NG control group showed that the magnitude of the optical 
anisotropy of nuclear chromatin is averaging 2,65 ± 0,11. The indicator of the activation of neutrophils (PAN) was 
1,35 ± 0,11. In patients with DU, complicated stenosis before elective surgery, the anisotropy of nuclear NG ranged 
from 2,09 to 2,4, averaging 2.2 ± 0,007, an increase of 17 % was lower than in the nuclei of cells of similar control 
group (P < 0,01). The value of PAN was 1,8 ± 0,007. After 1 month after surgery, patients nucleus NG DU found 
gain anisotropy effect from the previous investigation period, the level of which averaged 2,35 ± 0,006 while the 
PAN component respectively decreased to 1,65 ± 0,006. The increase in core anisotropy NY 7 % higher than typical 
for individuals surveyed before surgery (P < 0,05), but the value of the control is not reached and was 88,7 % of its 
level. (P < 0,001). In our opinion, remaining elevated compared with the control, the activation of nuclei chromatin 
readiness NG indicates that surgical treatment in combination with other conventional treatments DU having a 
positive effect, does not eliminate the causes of the disease pathogenesis
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В последние годы получены объектив-
ные доказательства того, что патология 
иммунной системы играет большую роль 
в развитии заболеваний гастроинтести-
нального тракта. В патогенезе такого рас-
пространенного заболевания, как язвенная 
болезнь двенадцатиперстной кишки (ДПК), 
в полной мере проявляется дисфункция им-
мунной системы [1]. Несмотря на то, что 

в литературе накоплен обширный материал 
о разнообразии изменений в различных зве-
ньях иммунитета, особенности функциони-
рования системы нейтрофильных грануло-
цитов (НГ) при язвенной болезни остаются 
малоизученными, работ такого плана явно 
недостаточно, а имеющиеся публикации не-
многочисленны, разрозненны и не исчерпы-
вают проблемы.
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По современным представлениям ней-
трофильные гранулоциты (НГ) – уникаль-
ная мультипотентная популяция клеток 
иммунной системы, относящаяся к врож-
денному иммунитету, обладающая при этом 
другими очень важными функциональными 
возможностями, позволяющими активиро-
вать, регулировать адаптивный иммунитет 
и способствовать его полноценной реали-
зации [8]. Существует устаревшее широко 
распространенное, но неправильное мне-
ние о том, что это короткоживущие, конеч-
но дифференцированные клетки с конден-
сированным ядром и, следовательно, не 
способные к экспрессии генов в ответ на 
индукцию. Однако рядом авторов показа-
но, что НГ способны к транскрипционно-
зависимому синтезу белка теплового шока 
[13], к экспрессии РНК-кодированных фа-
гоцитарных рецепторов [16], к модулиро-
ванию синтеза РНК в ответ на воздействие 
глюкокортикоидов или лектина [12]. НГ 
могут повышать экспрессию генов, вовле-
каемых в реализацию фагоцитарной функ-
ции, таких как гены, кодирующие gp91phox 
и р22phox – компоненты фагоцитарного 
цитохрома В [21]. НГ не только могут от-
вечать на воздействие провоспалительных 
цитокинов (TNF, G-CSF, IFN) диффе-
ренцировкой – экспрессией рецепторов, 
присущих АПК, например CD83 (17], но 
и могут становиться участниками форми-
рования «цитокиновой сети» посредством 
секреции провоспалительных (IL-1, IL-
1, G-CSF, IFN, TNF и т. д.) и противо-
воспалительных (IL4, IL-10, IL-1Ra и т.д.) 
цитокинов, регулируя при этом экспрессию 
генов [20, 21]. Стимуляция НГ бактериаль-
ным ЛПС индуцирует в НГ синтез как про-, 
так и противовоспалительных цитокинов 
[20]. В то же время показана взаимосвязь 
между изменением структуры хроматина 
и генной регуляцией в иммунной системе 
[22]. Показано, что изменения структуры 
хроматина являются регуляторным ме-
ханизмом, управляющим транскрипцией 
генов цитокинов [19]. Существуют дока-
зательства в модификации гистонов и ремо-
делирования хроматина при бактериальной 
инфекции [15]. Вместе с тем Zhang X. еt аl. 
[23] изучили изменения генной экспрессии 
и структуры хроматина в активированных 
НГ. НГ стимулировали опсонизирован-
ной Е. coli и хемоаттрактантом пептидом 
формил-мет-лей-фен. Результаты показали 
изменения уровня транскриптов 148 транс-
крипционных факторов и хроматин-ремо-
дулирующих генов и 95 регуляторов бел-
кового синтеза. Было показано также, что 
сочетанная транскрипционная регуляция, 
включающая изменения структуры хро-

матина, может играть определенную роль 
в быстрых изменениях генной экспрессии, 
которые возникают в НГ [23]. В то же время 
глобальные изменения в генной экспрессии 
НГ, возникающие во время рецептор-ме-
диированного фагоцитоза, могут влиять на 
судьбу клеток, позитивно или негативно ре-
гулируя процессы апоптоза, а следователь-
но, влиять на интенсивность и исход бакте-
риального воспаления [18]. Показано, что 
основную роль в изменении топологиче-
ского состояния ДНК играют ферменты-то-
поизомеразы. Исследования топоизомераз 
выявили большое разнообразие этих фер-
ментов в про- и эукариотических клетках. 
Была установлена биологическая функция 
ферментов разных типов, а также аналогии 
и различия в их структурах и механизмах 
действия. Анализ топоизомераз с помощью 
различных методов (включая стационарную 
и быструю кинетику, сайт-направленный 
мутагенез и т.д.) позволил установить роль 
отдельных аминокислот как непосредствен-
но в катализе реакций, так и в кооператив-
ных взаимодействиях между различными 
доменами [24]. Существующие в настоящее 
время современные методы исследования 
экспрессии генов и изменений структурной 
упорядоченности хроматина являются до-
статочно сложными, требуют дорогостоя-
щего оборудования и, к сожалению, малодо-
ступны для применения в клинике. В то же 
время существует метод поляризационной 
микроскопии, использующий оптический 
анизотропный эффект для изучения тополо-
гических свойств ядерного хроматина. Он 
позволяет эффективно выявлять структур-
ные характеристики ядерного материала на 
разных этапах функционирования клетки 
[3, 5, 8]. Величина выявляемой анизотро-
пии ядра отражает структурно-молекуляр-
ную упорядоченность хроматина, основного 
носителя генетической информации в клет-
ке. Снижение уровня анизотропии может 
интерпретироваться как показатель деспи-
рализации хроматина, сопровождающейся 
ослаблением химических связей комплекса 
ДНК-гистон в ядрах клеток. Подобные яв-
ления указывают на биологическую актива-
цию хроматина, что является предпосылкой 
для появления матричной активности ДНК 
с последующей экспрессией нескольких со-
тен генов и дальнейшим белковым синтезом. 

Цель исследования – изучить особен-
ности реструктуризации хроматина (РХ) 
ядер НГ у здоровых людей, а также пациен-
тов с язвенной болезнью двенадцатиперст-
ной кишки.

Материалы и методы исследования
Для решения задач, поставленных в работе, под 

нашим динамическим наблюдением за период с 1999 
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по 2002 год находились 54 пациента (10 женщин 
и 44 мужчины) в возрасте от 21 до 49 лет, страдаю-
щих язвенной болезнью двенадцатиперстной кишки, 
осложненной стенозом. Язвенная болезнь диагно-
стирована на основании клинико-эндоскопического 
исследования. Весь объем исследования проведен 
трижды: до радикальной дуоденопластики, в раннем 
послеоперационном периоде (на 5–7-й день после 
операции), в отдаленном послеоперационном перио-
де (через 1 месяц после операции). 

В раннем послеоперационном периоде, начиная 
с 5–7-го дня, больные получали традиционное 3-ком-
понентное терапевтическое лечение (омепразол, три-
хопол, амоксициллин).

Больные были отобраны по общепринятым 
и весьма строгим критериям и мало отличались по 
основным клиническим детерминантам заболевания.

Контрольную группу составили 23 условно здо-
ровых добровольца (10 женщин и 13 мужчин).

Диагноз заболеваний устанавливался с исполь-
зованием комплекса методов, включающих клиниче-
ское, инструментальное и лабораторное обследование 
и соответствующих стандартам оказания медицин-
ской помощи больным с данными видами патологии. 
Контролем для каждой из перечисленных групп паци-
ентов служили репрезентативные контрольные груп-
пы здоровых лиц, сопоставимых по полу и возрасту, 
численностью от 18 до 50 человек. В соответствии 
с поставленными задачами нами были исследованы 
особенности реструктуризации хроматина ядер НГ 
по уровню оптической анизотропии хроматина ядер 
НГ с использованием модифицированного метода 
Нестеровой и соавт. [3, 4]. Для этого мазки клеток 
крови подсушивали на воздухе, фиксировали смесью 
этанол/ацетон в соотношении 1:1, подвергали гидро-
лизу в 5 N HCl при 20 °С и обработке солянокислым 
гидроксиламином, при температуре 37 °С в течение 
3 часов. Обработанные таким образом мазки окра-
шивали 0,05 % раствором толуидинового синего при 
рН 5,0, приготовленного на 0,001 М цитратном буфе-
ре. Время окраски составляло 20 минут. Окрашенные 
препараты быстро отмывали цитратным буфером, 
высушивали на воздухе и исследовали под поляри-
зационным микроскопом «МП-8» при скрещенном 
анализаторе и поляризаторе. Для учета интенсивно-
сти анизотропного эффекта в ядрах НГ использовали 
модификацию полуколичественного метода Астальди 
и Верга, адаптированного для изучения ядер. Все ядра 
были разделены по уровню оптической анизотропии 
(ОА) на 5 групп, каждой из которых была присвоена 
определенная величина ОА (степень ОА «0» означала 
полное отсутствие анизотропии, что соответствовало 
наибольшей степени активации хроматина ядра; сте-
пень ОА «4» означала, что анизотропно все ядро, что 
соответствовало отсутствию активности хроматина; 
степени анизотропии от «1» до «3» соответствовали 
промежуточным значениям анизотропии ядра) [3]. 
В ряде случаев для регистрации уровня реструкту-
ризации хроматина нами использовался показатель 
активации нейтрофильных гранулоцитов (ПАН), ко-
торый был равен максимальному уровню оптической 
анизотропии, выраженному в СЦИ за вычетом уровня 
оптической анизотропии, полученного при полуколи-
чественном исследовании (ПАН = 4-СЦИ(ОА)).

Результаты исследования были подвергнуты ста-
тистической обработке с использованием методов 
вариационной статистики с расчетом средних вели-
чин (М), ошибок средних величин (±m), средних ква-

дратичных отклонений (±σ), коэффициента вариации 
(CV). Вычисления проводились с использованием 
компьютерной программы Biostat 4.0 для Windows 
и DOS IBM-PC [Primer of Biostatistics, 4th Edition, 
S.A. Glantz, McGraw-Hill].

Отличие от контрольных значений во всех случа-
ях было статистически значимо (уровень значимости 
не ниже p < 0,05).

Результаты исследования 
и их обсуждение

Топологическое исследование ядер ней-
трофильных гранулоцитов лиц контрольной 
группы показало, что величина оптической 
анизотропии хроматина их ядер составляет 
в среднем 2,65 ± 0,11. При этом показатель 
активации нейтрофилов (ПАН) составил 
1,35 ± 0,11 при общей реструктуризации 
хроматина 0,38 ± 0,02. 

У больных язвенной болезнью двенадца-
типерстной кишки, осложненной стенозом, 
до планового оперативного вмешательства 
величина анизотропии ядер сегментоядер-
ных нейтрофильных гранулоцитов коле-
балась от 2,09 до 2,4, составляя в среднем 
2,2 ± 0,007, что на 17 % было ниже, чем 
в ядрах аналогичных клеток лиц контроль-
ной группы (P < 0,01). При этом величина 
ПАН составила 1,8 ± 0,007, а уровень ре-
структуризации хроматина – 0,45 ± 0,01.

Непосредственно после операции вели-
чина анизотропного эффекта в ядрах ней-
трофильных гранулоцитов больных язвен-
ной болезнью двенадцатиперстной кишки 
составила в среднем 2,13 ± 0,006, при раз-
махе индивидуальных колебаний от 1,89 
до 2,09, что было ниже как по сравнению 
с контролем, так и по сравнению с уровнем, 
зарегистрированным перед оперативным 
вмешательством, на 20 и 3 % соответствен-
но. В обоих случаях различие было стати-
стически значимо. Величина ПАН ядер 
нейтрофильных гранулоцитов достоверно 
возросла по отношению как к исходному 
уровню, так и по отношению к контролю 
и составила 1,87 ± 0,006 (P < 0,01).

Через 1 месяц после операции, ядра 
нейтрофильных гранулоцитов больных 
язвенной болезнью обнаружили явное 
усиление эффекта анизотропии по срав-
нению с предыдущим сроком исследова-
ния, уровень которого составил в среднем 
2,35 ± 0,006, при этом показатель ПАН 
соответственно снизился до 1,65 ± 0,006. 
Данное увеличение уровня анизотропии 
ядер нейтрофильных гранулоцитов на 7 % 
превысило исходный уровень, характерный 
для лиц, обследованных до оперативного 
вмешательства (P < 0,05), однако величины 
контроля не достигло и составляло 88,7 % 
его уровня (P < 0,001). Топологическое ис-
следование хроматина ядер нейтрофильных 
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гранулоцитов больных язвенной болезнью 
двенадцатиперстной кишки, осложненной 
стенозом, показало заметное снижение ве-
личины анизотропного эффекта в ядрах 
этих клеток по сравнению с уровнем анизо-
тропии, характерным для лиц контрольной 
группы. Величина анизотропии отражает 
структурно-молекулярную упорядочен-
ность хроматина, который является основ-
ным носителем генетической информации 
в клетке. Снижение уровня анизотропии 
может интерпретироваться как показатель, 
свидетельствующий о явлениях деспира-
лизации хроматина и более или менее вы-
раженной диссоциации комплекса ДНК-
гистон в ядрах нейтрофильных гранулоцитов. 
Подобные явления указывают на реструкту-
ризацию хроматина и возможное повышение 
матричной активности ДНК, а значит, и на 
увеличение биосинтетической активности 
этих клеток. Показатель ПАН, являющийся 
величиной, обратной уровню анизотропного 
эффекта, наглядно демонстрирует это явление.

Через один месяц после операции акти-
вационная готовность ядер нейтрофильных 
гранулоцитов больных язвенной болезнью 
двенадцатиперстной кишки, осложненной 
стенозом, снижается, что свидетельствует 
о нормализации факторов, продуцируемых 
микроокружением этих клеток. Важным яв-
ляется тот факт, что уровень ПАН опуска-
ется ниже исходного уровня, характерного 
для предоперационного периода, однако 
значений контроля не достигает. 

Итак, динамика ПАН свидетельствует 
о положительном эффекте оперативно-
го вмешательства, как на местном уров-
не, так и на уровне всего организма. В то 
же время остающаяся повышенной, по 
сравнению с контролем, активационная 
готовность хроматина ядер нейтрофиль-
ных гранулоцитов указывает на то, что 
оперативное лечение в комплексе с дру-
гими традиционными методами лечения 
язвенной болезни, имея положительный 
эффект, не устраняет патогенетических 
причин данного заболевания.
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