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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Миелопероксидаза лейкоцитов катализирует образование активных форм галогенов, которые, окисляя 
и хлорируя биомолекулы, способствуют развитию галогенирующего стресса. Миелопероксидаза — это ключевой фер-
мент в составе нейтрофильных внеклеточных ловушек при нетозе. Есть основания предполагать, что в условиях гипер-
гликемии у больных сахарным диабетом 2-го типа развивается галогенирующий стресс и нетоз, которые способствуют 
прогрессированию заболевания и его осложнений. 
Цель  — оценить содержание в крови больных сахарным диабетом 2-го типа маркеров галогенирующего стресса 
(миелопероксидазы, хлорированного альбумина) и нетоза (нейтрофильных внеклеточных ловушек). 
Методы. В исследование включали пациентов, имеющих ранее поставленный диагноз «сахарный диабет 2-го типа». 
Миелопероксидазу и хлорированный альбумин регистрировали в плазме крови методом иммуноферментного анализа. 
Подсчет нейтрофильных внеклеточных ловушек производили с использованием светового микроскопа на стандарти-
зованных мазках цельной крови, окрашенных по Романовскому. 
Результаты. Показано, что в крови больных сахарным диабетом 2-го типа достоверно увеличивается по сравнению 
с группой здоровых добровольцев содержание миелопероксидазы и хлорированного альбумина, что служит призна-
ком развития галогенирующего стресса. Вместе с тем в крови больных сахарным диабетом 2-го типа зарегистрировано 
достоверное увеличение концентрации нейтрофильных внеклеточных ловушек по сравнению с контрольной группой 
здоровых добровольцев как в отсутствие активатора — форбол-12-миристат-13-ацетата, так и после его добавления 
в кровь, что свидетельствует об активации нетоза при сахарном диабете 2-го типа.
Заключение. Полученные результаты подтверждают гипотезу, что галогенирующий стресс, обусловленный чрезмер-
ным увеличением концентрации/активности миелопероксидазы в крови, сопровождает развитие сахарного диабета 
2-го типа, способствуя прогрессированию этого заболевания и его осложнений.

Ключевые слова: сахарный диабет; гипергликемия; миелопероксидаза; активные формы галогенов; галогенирующий 
стресс; окислительный стресс; нейтрофилы; нетоз.
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ABSTRACT
BACKGROUND: Leukocyte myeloperoxidase catalyzes the formation of reactive halogen species, which oxidize and chlorinate 
biomolecules, thereby contributing to the development of halogenating stress. Myeloperoxidase is a key enzyme in neutrophil 
extracellular traps (NETs) during NETosis. There is reason to believe that under hyperglycemic conditions in patients with type 2 
diabetes mellitus, halogenating stress and NETosis develop, which contribute to disease progression and complications.
AIM: The work aimed to assess the levels of blood markers of halogenating stress (myeloperoxidase, chlorinated albumin) 
and NETosis (neutrophil extracellular traps) in patients with type 2 diabetes mellitus.
METHODS: The study included patients with a previously established diagnosis of type 2 diabetes mellitus. Myeloperoxidase 
and chlorinated albumin in plasma were measured by enzyme-linked immunosorbent assay. The number of neutrophil extra-
cellular traps was determined using light microscopy on standardized whole-blood smears stained according to Romanowsky.
RESULTS: In patients with type 2 diabetes mellitus, blood levels of myeloperoxidase and chlorinated albumin were signifi-
cantly higher than in the group of healthy volunteers, indicating the development of halogenating stress. At the same time, 
in the blood of patients with type 2 diabetes mellitus, a significant increase in the concentration of neutrophil extracellular traps 
was recorded compared to the control group of healthy volunteers, both in the absence of the activator—phorbol 12-myristate 
13-acetate—and after its addition to the blood, indicating activation of NETosis in type 2 diabetes mellitus.
CONCLUSION: The findings support the hypothesis that halogenating stress, caused by an excessive increase in blood myelo-
peroxidase concentration/activity, accompanies the development of type 2 diabetes mellitus and contributes to its progression 
and complications.
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ОБОСНОВАНИЕ
Галогенирующий стресс характеризуется дисбалансом 

между усиленным образованием в организме галоген-
содержащих реакционных соединений, так называемых 
активных форм галогенов (АФГ), и сниженной способ-
ностью организма удалять или нейтрализовать их избы
точное количество [1–3]. АФГ образуются в реакциях 
окисления галогенидов (Cl–, Br–, I–) пероксидом водорода, 
катализируемых, главным образом, ферментом лейкоци-
тов миелопероксидазой (МПО), и представляют собой со-
ответствующие гипогалоидные кислоты (HOCl, HOBr, HOI). 
Это сильные окислители и галогенирующие агенты, спо-
собные модифицировать все основные классы биологи-
ческих молекул: нуклеиновые кислоты, белки, ферменты, 
липиды, углеводы и др. [1, 4]. Это вызывает поврежде-
ние клеток и тканей, способствуя развитию заболева-
ний, как правило, сопровождающихся воспалительными 
осложнениями [3, 4]. 

Одно из таких заболеваний — сахарный диабет (СД), 
характеризуется нарушением усвоения глюкозы клетка-
ми организма, сопровождается высоким риском развития 
воспалительных осложнений, затрагивающих различные 
органы и ткани. Особенно значимы диабетическая по-
линейропатия, ретинопатия, нефропатия, а также тро-
фические изменения различной локализации [5]. Стойкое 
увеличение содержания глюкозы в крови, иногда дости-
гающее 20 ммоль/л, сопровождается неферментатив-
ным гликозилированием, включающим в себя множе-
ство параллельных и последовательных реакций, часто 
в совокупности называемых реакцией Майяра [6]. На фи-
нальной стадии образуются конечные продукты гликиро-
вания (КПГ) [7]. Доказано, что КПГ играют ключевую роль 
в инициировании окислительного стресса, повреждении 
клеток, развитии эндотелиальной дисфункции, они служат 
потенциальным биомаркером СД [8].

При окислении и хлорировании белков плазмы крови 
под действием АФГ (в основном хлорноватистой кисло-
ты — HOCl) образуются продукты, идентичные по сво-
им характеристикам КПГ [9, 10]. Содержание таких про-
дуктов в крови больных СД значительно повышено [11], 
что дает повод предположить участие МПО в патогене-
зе СД. 

МПО высвобождается во внеклеточное пространство 
главным образом при дегрануляции нейтрофилов [12] 
и при нетозе [13]. Считается, что МПО  — необходимый 
фактор для формирования нейтрофильных внеклеточ-
ных ловушек (НВЛ) при нетозе [14]. Будучи встроенной 
в НВЛ, МПО продолжает катализировать образование 
АФГ, в основном HOCl. Один из маркеров галогенирующе-
го стресса  — хлорированный альбумин сыворотки кро-
ви человека (ЧСА-Cl) — образуется при действии HOCl 
на ЧСА [2]. В условиях in vitro ЧСА-Cl активирует нейтро-
филы, вызывает повышенную продукцию активных форм 
кислорода, дегрануляцию МПО, стимулирует нетоз [15, 16]. 

Установлено, что чрезмерный нетоз играет существен-
ную роль в развитии СД 2-го типа  (СД2) и его осложне-
ний [17–19]. 

Таким образом, накопившиеся в литературе данные 
позволяют предположить, что фермент азурофильных 
гранул нейтрофилов МПО может быть причастен к разви-
тию инсулиннезависимого СД2 и его осложнений. Однако 
литературные данные по концентрации и активности МПО 
при СД2, а также о ее причастности к этому заболеванию 
немногочисленны и противоречивы, они демонстрируют 
как повышенную [20–25], так и пониженную [26–28] кон-
центрацию/активность МПО в различных тканях и клини-
ческих ситуациях.

Показано повышение в крови больных СД2 по срав-
нению с кровью здоровых добровольцев концентрации 
МПО, ЧСА-Cl, НВЛ. Такой результат дает основание пред-
полагать, что МПО принимает непосредственное участие 
в развитии галогенирующего стресса и нетоза, усугубляя 
тяжесть течения СД2.

Цель  — оценить содержание в крови больных СД2 
маркеры галогенирующего стресса (МПО, ЧСА-Cl) и нето-
за (НВЛ).

МЕТОДЫ
Реактивы. 3,3ʹ,5,5ʹ-Тетраметилбензидин (ТМБ), 

форбол-12-миристат-13-ацетат (ФМА), 1-хлор-2,4-ди
нитробензол, глутатион восстановленный (GSH) были по-
лучены от Sigma-Aldrich (США), пероксидаза из корней 
хрена — от Amresco (США). Остальные реактивы фирмы 
Раехим (Россия). Антитела против исследуемых белков 
(МПО, ЦП, ЧСА-Cl) получены при иммунизации мышей 
и кроликов [29, 30].

Характеристика пациентов. В исследование вклю-
чали пациентов, имеющих поставленный диагноз СД2 
и гипергликемию (n=22), возраст 32–72 года. В иссле-
дование не включали пациентов, имеющих сопутству-
ющие хронические (онкологические, метаболические), 
гемотрансмиссивные заболевания, а также принима-
ющих нестероидные противовоспалительные и гормо-
нальные препараты. Контрольная группа (n=19) была 
сформирована из здоровых добровольцев в возрасте 
22–61 год, не имеющих в анамнезе диагноза СД, иных 
метаболических, воспалительных или онкологических, 
а также гемотрансмиссивных заболеваний. Допусти-
мая концентрация глюкозы в крови натощак составля-
ла 4,0–5,6  ммоль/л. Забор крови проводили натощак 
в рамках плановых венепункций в вакуумные пробир-
ки с К3ЭДТА. Непосредственно в процессе забора крови 
измеряли концентрацию глюкозы электрохимическим 
методом с применением портативного глюкометра Accu-
Chek. Уровень гликированного гемоглобина опреде-
ляли нефелометрическим методом на приборе Accent 
M320 с применением коммерческого набора реагентов 
Accent200 HbA1 #7-111. 
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Определение маркеров галогенирующего стресса. 
МПО в плазме крови определяли методом сендвич-ИФА 
с последовательной сорбцией на твердую фазу и промыв-
кой добавленных в планшеты моноклональных анти-МПО 
антител 1#8, МПО из образцов плазмы или стандартов 
МПО и меченых пероксидазой анти-МПО антител 2#7 [31]. 
Регистрировали окисление хромогенного субстрата, со-
держащего ТМБ и пероксид водорода, а затем опреде-
ляли концентрацию МПО в образцах по градуировочному 
графику стандартов МПО. 

ЧСА-Cl определяли методом сендвич-ИФА с последо-
вательной сорбцией на твердую фазу и промывкой до-
бавленных в планшеты антител 1Н2, ЧСА-Cl из образцов 
плазмы или стандартов ЧСА-Cl, конъюгированных с перок-
сидазой вторичных поликлональных антител против ЧСА. 
Регистрировали окисление хромогенного субстрата, со-
держащего ТМБ и пероксид водорода, а затем определя-
ли концентрацию ЧСА-Cl в образцах по градуировочному 
графику стандартов ЧСА-Cl. 

Комплексы МПО с церулоплазмином (МПО–ЦП) опре-
деляли методом ИФА с последовательной сорбцией 
на твердую фазу и промывкой добавленных в планшеты 
анти-МПО 2#7, МПО–ЦП из образцов плазмы или стан-
дартов МПО–ЦП, конъюгированных с пероксидазой хрена 
вторичных анти-ЦП антител. Регистрировали окисление 
хромогенного субстрата, содержащего ТМБ и пероксид 
водорода, а затем определяли концентрацию МПО–ЦП 
в образцах по градуировочному графику стандар-
тов МПО–ЦП.

Подсчет НВЛ производили с использованием светового 
микроскопа на стандартизованных мазках цельной крови, 
окрашенных по Романовскому. В средней трети площади 
мазков подсчитывали количество лейкоцитов и НВЛ. Ко-
личество НВЛ представляли в процентах по отношению 
к лейкоцитам [19].

Определение параметров, характеризующих окис-
лительный стресс. Концентрацию свободных SH-групп 
измеряли в плазме крови с помощью реактива Эллма-
на [32] и нормировали на концентрацию белка, определяе
мую методом Лоури. Активность глутатионпероксидазы 
(GSH-Px) эритроцитов измеряли в лизате эритроцитарной 
массы по убыли GSH и нормировали на концентрацию 
гемоглобина (Hb) [33]. Гемоглобин оценивали по реакции 
с ацетонциангидрином с использованием набора «Ге-
моглобин Агат» производства ООО «АГАТ-Мед» (Москва, 
Россия). Для оценки активности глутатион-S-трансферазы 
(GSH-ST) в гемолизированных эритроцитах использовали 
метод, основанный на определении скорости фермента-
тивного образования глутатион-S-2,4-динитробензола 
в реакции восстановленного глутатиона с 1-хлор-2,4-
динитробензолом по поглощению образующегося про-
дукта при 340 нм [34].

Выделение эритроцитов. Эритроциты осаждали 
центрифугированием крови при 400  g в течение 10 мин 
и дважды промывали 0,15 М раствором NaCl, после чего 

лизировали добавлением к отмытой эритроцитарной мас-
се 10-кратного объема дистиллированной воды (4°С). Ли-
зат использовали для оценки активности GSH-Px, GSH‑ST 
и концентрации гемоглобина. 

Статистическую обработку результатов проводили 
при помощи программ MS Excel (Microsoft Corp.) и паке-
та программ Statistica 12.0 (StatSoft Inc.). Для выявления 
различий между экспериментальными группами и кон-
тролем использовали параметрический t-критерий Стью-
дента и непараметрический U-критерий Манна–Уитни. 
Различия считали достоверными при уровне значимости 
p <0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 приведены результаты измерения в крови 

здоровых добровольцев и пациентов, страдающих  СД2, 
концентрации МПО, ЧСА-Cl, а также комплексов 
МПО‑ЦП. Видно, что уровень МПО в крови больных СД2 
достоверно выше по сравнению с кровью здоровых до-
бровольцев (рис. 1, а). При этом концентрация комплек-
сов МПО-ЦП в крови больных не отличается от таковой 
у добровольцев (рис. 1, с). Известно, что ЦП  — природ-
ный ингибитор  МПО. Он связывается с МПО в прочный 
комплекс  [35], ингибируя ее галогенирующую и перок-
сидазную активность, ограничивая доступ субстрата 
к активному центру МПО [36, 37]. Принимая этот факт 
во внимание, можно предположить, что в крови боль-
ных СД2 по сравнению с кровью здоровых доброволь-
цев бóльшая часть МПО находится в несвязанном с ЦП 
состоянии, обладая полноценной ферментативной актив-
ностью. Повышенное содержание свободной и активной 
МПО должно приводить к усиленному образованию HOCl 
и, как следствие, к хлорированию мишеней, находя-
щихся в крови. Об этом свидетельствует результат, при-
веденный на рис.  1, b, где показано, что концентрация 
маркера галогенирующего стресса ЧСА-Cl в крови боль-
ных СД2 значительно превосходит таковую в крови здо-
ровых добровольцев.

Важный сопутствующий фактор в развитии ослож-
нений СД2, препятствующий заживлению ран,  — нетоз 
[17–19]. МПО, будучи встроенной в НВЛ и продолжая ка-
тализировать образование АФГ, не только проявляет там 
бактерицидную активность, но и способствует развитию 
галогенирующего стресса. В табл. 1 приведены резуль-
таты измерения концентрации НВЛ в крови здоровых 
добровольцев и пациентов, страдающих СД2, до и по-
сле добавления активатора нейтрофилов ФМА. Видно, 
что как базовый уровень НВЛ (без добавления активато-
ра), так и концентрация НВЛ после активации нетоза до-
бавлением ФМА в крови больных СД2 достоверно  выше 
по сравнению с кровью здоровых добровольцев.

Нами также были измерены параметры, характе-
ризующие антиокислительный статус крови, а имен-
но концентрация тиолов в плазме и активность GSH-Px 
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и GSH-ST в эритроцитах. Результаты приведены в табл. 1. 
Видно, что уровень тиолов в плазме крови достоверно 
снижен у больных СД2 по сравнению со здоровыми до-
бровольцами. Такой результат должен способствовать 
развитию галогенирующего стресса, поскольку извест-
но, что тиолы  — эффективные перехватчики АФГ [2, 3]. 
В то же время, как видно из таблицы, активность анти-
окислительных GSH-зависимых ферментов у пациентов, 
страдающих СД2, практически не отличалась от таковой 
у здоровых добровольцев, что хорошо согласуется с опу-
бликованными ранее результатами [38, 39]. Тем не менее 
нами была зарегистрирована достоверная отрицательная 
корреляционная зависимость (r= –0,65, p <0,05) между 
концентрацией глюкозы в крови и активностью GSH-Px 
в эритроцитах больных СД2 (рис. 2), свидетельствующая 
о том, что гипергликемия угнетает активность антиокис-
лительного фермента GSH-Px. 

Рис. 1. Концентрация миелопероксидазы (МПО) (а), хлорированного альбумина (ЧСА-Cl) (b) и комплексов МПО с церулоплазмином (МПО–ЦП) (c) 
в плазме здоровых добровольцев и пациентов, страдающих сахарным диабетом 2-го типа. *р <0,05 по сравнению с образцами здоровых добровольцев. 
Fig. 1. Concentrations of myeloperoxidase (MPO) (a), chlorinated serum albumin (CSA-Cl) (b), and MPO–ceruloplasmin complexes (MPO–CP) (c) 
in the plasma of healthy volunteers and patients with type 2 diabetes mellitus. *p < 0.05 compared with samples from healthy volunteers.
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Таблица 1. Содержание глюкозы, гликированного гемоглобина, тиолов в плазме крови, нейтрофильных внеклеточных ловушек в цельной крови, 
а также активность глутатионпероксидазы (GSH-Px) и глутатион-S-трансферазы (GSH-ST) в эритроцитах здоровых добровольцев и пациентов 
с сахарным диабетом 2-го типа (СД2) [мин.–макс. (медиана)]
Table 1. Blood plasma glucose, glycated hemoglobin, and thiol content; neutrophil extracellular traps in whole blood; and glutathione peroxidase (GSH-Px) 
and glutathione S-transferase (GSH-ST) activity in erythrocytes of healthy volunteers and patients with type 2 diabetes mellitus (T2DM) (min–max [median])

Показатель Здоровые добровольцы (n=19) Пациенты с СД2 (n=22) Различия по критерию  
Манна–Уитни, значение p

Глюкоза, ммоль/л 3,2–5,6 (5,1) 2,6–14,8 (7,6) p <0,001

Гликированный гемоглобин, % 4,4–6,3 (5,0) 4,8–9,6 (6,6) p <0,05

Нейтрофильные внеклеточные ловушки, %
без ФМА
+ ФМА

3,2–4,9 (4,0)
7,7–9,1 (8,0)

1,7–10,8 (6,4)
4,0–17,9 (11,6)

p <0,05
p <0,05

Тиолы, мг/г белка 0,10–0,49 (0,14) 0,04–0,21 (0,10) р <0,05

GSH-Px, ммоль/(мин×г гемоглобина) 7,9–21,2 (17,5) 2,1–20,2 (16,1) p >0,05

GSH-ST, мкмоль/(мин×г гемоглобина) 0,6–1,5 (0,94) 0,5–1,9 (1,2) p >0,05

Примечание. ФМА — форбол-12-миристат-13-ацетат.

Рис. 2. Корреляция между концентрацией глюкозы в крови и актив-
ностью глутатионпероксидазы (GSH-Px) в эритроцитах пациентов с са-
харным диабетом 2-го типа. r= –0,65; р <0,05. 
Fig. 2. Correlation between blood glucose concentration and glutathione 
peroxidase (GSH-Px) activity in erythrocytes of patients with type 2 diabetes 
mellitus. r = –0.65; p < 0.05.
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Результаты исследования представлены на рис. 3. 
Активация нейтрофилов сопровождается секрецией гра-
нулярных белков, в том числе МПО во внеклеточное про-
странство (1). НАДФН-оксидаза при активации нейтро-
филов продуцирует •O–

2, который дисмутирует до Н2О2 (2). 
МПО  в присутствии Н2О2/Cl– катализирует образование 
HOCl (3). Последний модифицирует ЧСА, превращая его 
в ЧСА-Cl со свойствами КПГ (4). ЧСА-Cl/КПГ усугубляют 
активацию нейтрофилов (5), с одной стороны, усиливая 
экзоцитоз МПО (1) и стимулируя НАДФН-оксидазу (2), 
с другой — активируют нетоз (6). Образование галоге-
нированных белков и КПГ — верный признак галоге-
нирующего стресса и гипергликемии (7), которые вместе 
с нетозом способствуют прогрессированию СД2 и его 
осложнений (8).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, полученные результаты подтвержда-

ют гипотезу, что галогенирующий стресс, обусловленный 
чрезмерным увеличением концентрации/активности МПО 
в крови, сопровождает развитие СД2, способствуя про-
грессированию этого заболевания и его осложнений.
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