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Метаболические механизмы хемилюминесцентной активности 
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Следствием высоких нагрузок является снижение реактивности клеток иммунной системы. Изучение 
зависимости хемилюминесцентной активности нейтрофилов от активности НАД(Ф)-зависимых 
дегидрогеназ важно для понимания метаболических механизмов формирования спортивного иммунодефицита 
и разработки методов его коррекции. Установлено, что метаболические ресурсы, обеспечивающие 
индукционную интенсивность респираторного взрыва, зависят от состояния митохондриальных процессов 
и липидного анаболизма.
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The high exercise stress in sport causes the decrease of immune cells reactivity. Studying the interrelation between 
hemiluminscent activity of neutrophylic granulocytes and NAD(P)-depending dehydrogenases in athletes is important 
for better understanding of sport immunodeficiency metabolic mechanisms and researching the methods for its correc-
tion. 51 male athletes of 22,1 ± 3,7 y. o. and 64 healthy males of the same age as the reference group were participated 
in the study. We found that metabolic resources providing the intensity of respiratory burst depend on mitochondrial 
processes condition and lipid metabolism. The activation index has logarithmic dependence on NAD(P)-MDH, NAD-MDH, 
NAD-IDH activities. Therefore the functional activity of neutrophilic granulocytes in athletes has positive correlation 
with plastic exchange level and negative correlation with oxygen-depended ATP production.
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Введение

Высокие нагрузки в современном спорте часто 
являются причиной нарушения адаптационного 
потенциала организма. Одной из систем, активно 
участвующих в реализации адаптационных 
процессов, является иммунная [6, 7]. В случае срыва 
адаптационного процесса в иммунной системе 
развивается некомпенсированное напряжение, 
которое может проявляться в виде нарушения 
иммунореактивности и может обусловливать 
широкое как функциональное, так и структурное 
(патоморфологическое) многообразие проявлений 
патологии [5, 6]. К настоящему времени проведен 
ряд исследований влияния высоких физических 
нагрузок на состояние иммунитета спортсменов, 
показывающих, что следствием их является снижение 
реактивности клеток иммунной системы [8]. 

Нейтрофильные гранулоциты представляют 
собой высокореактивное звено иммунной системы. 
Они первыми мобилизуются в очаг воспаления, от 
их фагоцитарной активности во многом зависит 
эффективность противомикробной защиты 

организма [5, 6]. Активированные нейтрофилы 
сами становятся мощными эффекторами пусковых и 
регуляторных механизмов каскадных реакций, обе-
спечивающих развитие воспаления. У спортсменов 
обнаружено снижение продукции активных форм 
кислорода (АФК) нейтрофилами [10, 11].

Х е м и л ю м и н е с ц е н т н а я  а к т и в н о с т ь 
нейтрофильных гранулоцитов характеризует 
состояние «респираторного взрыва», который 
развивается при взаимодействии клеток с объектами 
фагоцитоза. Однако зависимость интенсивности 
«респираторного взрыва» нейтрофильных 
гранулоцитов от основных ферментативных реакций, 
определяющих энергетическое и пластическое 
состояние клеток, до сих пор не исследована. 
Таким образом, целью исследования явилось 
изучение зависимости хемилюминесцентной 
активности нейтрофилов от активности НАД(Ф)-
зависимых дегидрогеназ у квалифицированных 
спортсменов в динамике годового тренировочного 
цикла, что является важным шагом в понимании 
метаболических механизмов формирования 
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спортивного иммунодефицита и разработки методов 
его коррекции.

Материалы и методы

В  и с с л е д о в а н и и  п р и н я л и  у ч а с т и е 
квалифицированные спортсмены мужского 
пола, представители различных видов спорта с 
преимущественным проявлением выносливости  – 
51  человек в возрасте 22,1  ±  3,7  лет. В качестве 
контрольной группы обследовано 64  здоровых 
мужчин аналогичного возраста, не испытывающих 
регулярных высоких физических нагрузок. Все 
исследования выполнены с информированного 
согласия испытуемых.

Образцы венозной крови у  каждого из 
спортсменов забирались трижды в течение года – 
в конце подготовительного, соревновательного и 
переходного периодов. У лиц из контрольной группы 
забор крови осуществлялся однократно. Образцы 
брались из локтевой вены утром натощак, в состоянии 
покоя, как минимум через 12 часов после окончания 
физической нагрузки. Выделение нейтрофильных 
гранулоцитов осуществляли в двойном градиенте 
плотности фиколл-урографина (p = 1,077 г/см3 – для 
отделения мононуклеарных клеток; р = 1,119 г/см3 
– для выделения нейтрофильных гранулоцитов). 
Реакционная смесь для хемилюминесцентной реакции 
состояла из 20 мкл донорской сыворотки AB(IV)Rh(-
), 50  мкл люминола (Sigma, США) в концентрации 
10–5 М, 40 мкл опсонизированного зимозана (в случае 
определения индуцированной хемилюминесценции), 
200 мкл взвеси нейтрофилов (2 млн/мл) и 240 мкл 
раствора Хэнкса («ПанЭко», Россия) для определения 
спонтанной хемилюминесценции или 200  мкл 
раствора Хенкса для определения индуцированной 
хемилюминесценции [1]. Оценку спонтанной и 
зимозан-индуцированной хемилюминесценции 
осуществляли в течение 90  мин на 36-канальном 
хемилюминесцентном анализаторе CL3606 (Россия). 
Определяли следующие характеристики: время 
выхода на максимум (Тmax), максимальное значение 
интенсивности (Imax), а также площадь под кривой (S) 
хемилюминесценции. Усиление хемилюминесценции, 
индуцированной зимозаном, оценивали по отноше-
нию площади индуцированной хемилюминесценции 
к площади спонтанной (Sинд./Sспонт.) и обозначали как 
индекс активации.

Для проведения биолюминесцентного анализа 
активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы 
(Г6ФДГ),  глицерол-3-фосфатдегидрогеназы 
(Г3ФДГ), малик-фермента (НАДФМДГ), НАД- и 
НАДН-зависимой реакции лактатдегидрогеназы 
(ЛДГ и НАДН-ЛДГ), НАД- и НАДН-зависимой реакции 
малатдегидрогеназы (МДГ и НАДН-МДГ), НАДФ- 
и НАДФН-зависимой глутаматдегидрогеназы 
(НАДФГДГ и НАДФН-ГДГ), НАД- и НАДН-зависимой 
глутаматдегидрогеназы (НАДГДГ и НАДН-ГДГ), НАД- и 
НАДФ-зависимых изоцитратдегидрогеназ (НАДИЦДГ 
и НАДФИЦДГ соответственно) и глутатионредуктазы 
(ГР) нейтрофильные гранулоциты разрушали 
путем осмотического лизиса с добавлением 2  мМ 
дитиотреитола [3]. Активность НАД(Ф)-зависимых 

дегидрогеназ выражали в ферментативных 
единицах на 104  клетки, где 1  Е  =  1  мкмоль/мин. 
Исследование проводили на ферментативном пре-
парате NАD(Р):FMN оксидоредуктаза-люцифераза 
из Photobacterium leiognathi (Институт биофизики 
СО РАН, Красноярск). Статистический анализ 
осуществляли в пакете прикладных программ Statisti-
ca 8.0 (StatSoft Inc., 2007). Значимость различий между 
показателями независимых выборок оценивали по 
непараметрическому критерию Манна – Уитни. Для 
оценки взаимосвязи между хемилюминесцентной 
активностью нейтрофилов и их метаболическими 
п о к а з а т е л я м и  п р и м е н я л и  м н о ж е с т в е н н ы й 
регрессионный анализ. 

Результаты и их обсуждение

Динамические изменения индекса активации (ИА) 
нейтрофильных гранулоцитов у квалифицированных 
спортсменов в ходе годового макроцикла подробно 
рассмотрены в наших предыдущих исследованиях [1]. 
Ранее проведенный анализ изменения активности НАД- 
и НАДФ-зависимых дегидрогеназ в нейтрофильных 
гранулоцитах у квалифицированных спортсменов в 
динамике годового макроцикла позволил установить, 
что в конце подготовительного периода в клетках 
активированы основные метаболические процессы: 
анаэробная и аэробная энергетика, глутатион-
зависимая антиоксидантная система, а также пла-
стические реакции, определяющие уровень реакций 
макромолекулярного синтеза и реактивность клеток 
[2, 4]. На фоне усталости (в конце соревновательного 
периода) в нейтрофилах наблюдается выраженное 
снижение активности исследуемых НАД- и НАДФ-
зависимых дегидрогеназ, что определяет снижение 
биоэнергетических процессов, реакций пластического 
обмена, повышается вероятность апоптоза. В период 
отдыха полного восстановления метаболических про-
цессов в нейтрофильных гранулоцитах у спортсменов 
не происходит. В этот период наблюдается повышение 
роли анаэробной энергетики, в том числе за счет 
повышения притока субстратов с реакций липидного 
катаболизма, а также НАДФН-зависимого оттока 
субстратов с цикла трикарбоновых кислот на реакции 
аминокислотного обмена. 

Очевидно, что функциональная активность клетки 
непосредственно связана с работой ее ферментативных 
систем, тем не менее, четкая взаимосвязь между 
этими процессами в условиях систематических 
высоких физических нагрузок до настоящего времени 
показана не была. Исследование данной взаимосвязи 
имеет значение в первую очередь для лучшего 
понимания механизмов формирования спортивного 
иммунодефицита, разработки методов его превентивной 
диагностики и способов коррекции этого состояния.

Н а м и  в ы я в л е н о ,  ч т о  з а в и с и м о с т ь  И А 
нейтрофильных гранулоцитов крови от активности 
НАД- и НАДФ-зависимых дегидрогеназ для различных 
периодов годового тренировочно-соревновательного 
макроцикла с достаточно высокой точностью может 
быть описана уравнениями, включающими данные об 
активности следующих ферментов: НАДФ-МДГ, МДГ, 
НАДИЦДГ (табл. 1). 
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Представленные ферменты являются ключевыми 
и регуляторными в анаболических и энергетических 
процессах клетки. Так, НАДФ-МДГ – фермент, 
принимающий активное участие в системе липидного 
анаболизма и катаболизма ксенобиотиков, так-
же участвует в шунтировании медленных ре-
акций цикла трикарбоновых кислот [5]. МДГ и 
НАДИЦДГ являются ферментами цикла Кребса, тем 
самым определяя состояние аэробной энергетики 
клеток [5]. В настоящее время роль митохондрий 
в физиологии нейтрофильных гранулоцитов 
активно обсуждается, но доказана роль кислород-
зависимого дыхания в реализации функциональной 
активности [5, 6]. При этом, исходя из установлен-
ной зависимости, уровни активности НАДФ-МДГ 
и НАДИЦДГ положительно влияют на величину 
индекса активации, тогда как активность МДГ – 
отрицательно. Цикл Кребса играет ключевую роль в 
системе внутриклеточного метаболизма, объединяя 
различные процессы и осуществляя амфиболические 
функции. Соответственно, интенсивность субстрат-
ного потока с начального этапа цикла (на уровнем 
НАДИЦДГ) может распределяться и на пластические 
процессы (например, стимулировать аминокислот-
ный обмен НАДНГДГ и НАДФНГДГ). В то же время 
активность МДГ характеризует интенсивность 
субстратного потока на завершающем этапе 
лимонного цикла, тем самым только отражая состо-
яние аэробной энергетики. Малик-фермент является 
ключевым с реакциях липидного анаболизма и 
синтезирует НАДФН, который необходим для 
синтеза супероксид-радикала НАДФН-оксидазой 
и проявления хемилюминесцентной активности. 
Следовательно, величина индекса активации 
нейтрофильных гранулоцитов положительно 
зависит от пластического обмена и отрицательно – от 
уровня кислород-зависимого дыхания.

Заключение

У спортсменов в различных фазах годового 
макроцикла изменяется хемилюминесцентная 
активность нейтрофильных гранулоцитов. В 
период максимальной усталости у спортсменов 
снижается уровень метаболических резервов 
для реализации «респираторного взрыва». В 
переходном периоде у спортсменов наблюдается 
замедление скорости функциональной активации 
нейтрофилов, но при повышении интенсивности 
«респираторного взрыва». В подготовительный 
период (пик формы) у спортсменов наблюдается 
максимальный уровень «респираторного взрыва», 

но при снижении метаболических ресурсов к 
дополнительной функциональной активации. 
Динамика хемилюминесцентной активности 
нейтрофильных гранулоцитов реализуется, в 
том числе, за счет изменения внутриклеточного 
метаболизма. С помощью метода нелинейной 
регрессии установлено, что метаболические 
р е с у р с ы ,  о б е с п е ч и в а ю щ и е  и н д у к ц и о н н у ю 
интенсивность «респираторного взрыва», зависят 
от состояния митохондриальных процессов и 
липидного анаболизма. Определение механизмов 
функциональной активности нейтрофильных 
гранулоцитов у спортсменов позволит разработать 
методы регуляции воспалительных процессов и, 
соответственно, технологии быстрого и эффективного 
восстановления после тяжелых физических нагрузок.
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Таблица 1
Зависимость ИА нейтрофильных гранулоцитов крови от активности НАД- и НАДФ-зависимых дегидрогеназ 

Период Уравнение R2 

Контроль ИА = 0,81ln(НАДФ-МДГ) – 0,15ln(НАД-МДГ) + 0,44ln(НАД-ИЦДГ) + 0,25 0,78 

Соревновательный ИА = 0,4ln(НАДФ-МДГ) – 0,15ln(НАД-МДГ) + 0,33ln(НАД-ИЦДГ) + 0,13 0,84 

Переходный ИА = 0,46ln(НАДФ-МДГ) – 0,21ln(НАД-МДГ) + 0,3ln(НАД-ИЦДГ) + 0,83 0,72 
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