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Резюме 
Введение. Воспаление и активация иммунной системы являются основной причиной вторичных повреждений при череп-
но-мозговой травме (ЧМТ). Учитывая центральную роль оксида азота (NO) в нейрональном Glu-каскаде со значительны-
ми изменениями содержания аденозинтрифосфата (АТФ) в нейронах, а также наличие GluRc NMDA-типа в лимфоцитах, 
актуальным является определение воздействия NO на содержание АТФ в лимфоцитах. 
Цель работы — определить влияние различных концентраций NO-генерирующих соединений (NаNO2 и S-нитрозоцисте-
ин) на содержание внутри- (вкАТФ) и экстраклеточного АТФ в лимфоцитах человека и установить связи образующегося 
при ЧМТ NO с инициацией аутоиммунных процессов у детей с ЧМТ различной тяжести. 
Материалы и методы. Для анализа использовали образцы крови 36 детей, перенёсших ЧМТ. Лимфоциты выделяли в гра-
диенте фиколла по стандартной методике. Определение концентрации АТФ в трис-ацетатном буфере (рH 7,76) проводили 
на люминометре «Lucy-1» с помощью люциферин-люциферазы («Promega»). Концентрацию АТФ выражали в нмоль/мг 
белка, который определяли методом Брэдфорда с помощью наборов «Fluka». 
Результаты. Установлено, что увеличение уровня АТФ в лимфоцитах сразу после ЧМТ является положительным факто-
ром, отражающим активацию лимфоцитов. При этом более высокий уровень аутоантител к GluRc сразу после тяжёлой 
ЧМТ является благоприятным признаком для исхода ЧМТ и совпадает с повышением вкАТФ в лимфоцитах. Продолжи-
тельная отрицательная динамика содержания АТФ в лимфоцитах с аналогичными изменениями концентраций АТФ в 
сыворотке крови при тяжёлых ЧМТ является показателем неблагоприятного исхода тяжёлой ЧМТ у детей. 
Заключение. Умеренное повышении NO в крови сразу после ЧМТ способствует повышению вкАТФ в лимфоцитах и  
аутоантител к GluRc, что активирует иммунный ответ и защищает мозг от гипоксических повреждений.
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Summary
Introduction. Inflammation and activation of the immune system are the main cause of secondary injuries in traumatic brain injury 
(TBI). Given the central role of nitric oxide (NO) in the neuronal Glu cascade with significant changes in the content of ATP in 
neurons, as well as the presence of GluRc NMDA-type in lymphocytes, it is relevant to determine the effect of NO on the lympho-
cytes’ adenosine triphosphate (ATP) content. 
The aim of the work was to determine the effect of different concentrations of NO-generating compounds (NaNO2 and S-nitroso-
cysteine) on the content of intra- (hcATP) and extracellular ATP (ecATP) in human lymphocytes and to establish links between NO 
formed during TBI and the initiation of autoimmune processes in children with TBI of varying severity. 
Materials and methods. Blood samples from 36 TBI children were used for analysis. Lymphocytes were isolated in a ficol gradi-
ent according to a standard procedure. The ATP concentration in the tris-acetate buffer (pH 7.76) was determined on a Lucy-1 lumi-
nometer using luciferin luciferase (Promega). The ATP concentration was expressed in nmol/mg of protein, which was determined 
by the Bradford method using Fluka kits. 
Results. An increase in the level of ATP in lymphocytes immediately after TBI was found to be a positive factor reflecting the 
activation of lymphocytes. At the same time, a higher level of autontibodies (aAT) to GluRc immediately after severe TBI is a 
favourable sign for the TBI outcome and coincides with an increase in CGAP in lymphocytes. Prolonged negative trend in ATP 
content in lymphocytes with similar changes in serum ATP concentrations in severe TBI is an indicator of an unfavourable outcome 
of severe TBI in children. 
Conclusion. A moderate increase in NO in the blood immediately after TBI contributes to an increase in CGAP in lymphocytes and 
aAT to GluRc, which activates the immune response and protects the brain from hypoxic damage.
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Введение

Р оль иммунной системы в патогенезе череп-
но-мозговой травмы (ЧМТ) достаточно точно 
определена [1, 2]. Защитный иммунный ответ на 

вирусы, бактерии и другие патогены при ЧМТ требует 
не только эффективных способов индукции оксида азо-
та (NO), но и адекватного ограничения интенсивности 
и продолжительности его продукции. Иммунная систе-
ма поддерживает сложную сеть клеточных и гумораль-
ных компонентов, которые помогают предотвращать 

чрезмерные реакции и повреждение тканей, а также 
устранять воспаление [3–5].

Всё больше данных свидетельствует о том, что 
воспаление и активация иммунной системы являют-
ся основной причиной вторичных повреждений при 
ЧМТ [6–8]. Ранее нами показано, что при ЧМТ про-
исходит ранняя активация аутоиммунных процессов 
и увеличение уровня различных аутоантител (аАТ) 
в сыворотке крови: к рецепторам глутамата (GluRc) 
AMPA- и NMDA-типов, α2-субъединице рецепторов 
ацетилхолина, нейроглиальному белку S100b [9–11]. 
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Подобная активация отмечалась с 1-го дня и увели-
чивалась к 7–15-му дню посттравматического пери-
ода, независимо от тяжести ЧМТ. Однако выявлены 
определённые различия динамики аАТ в зависимо-
сти от тяжести и исходов ЧМТ [9]. Первым объектом 
наших исследований были GluRc, что обусловлено 
центральной ролью возбуждающей аминокислоты 
глутамата и возникновением гиперстимуляции GluRc 
и глутаматной нейротоксичности при повреждениях 
мозга гипоксического характера [12]. К таким формам 
неврологической патологии прежде всего относятся 
инсульты, эпилепсия и ЧМТ [13]. 

В литературе имеются данные о способности NO 
оказывать влияние на иммунную систему [14]. Учиты-
вая центральную роль NO в нейрональном Glu-каскаде 
[15, 16] со значительными изменениями содержания 
АТФ в нейронах, а также наличие GluRc NMDA-типа 
в лимфоцитах, представлялось актуальным определить 
воздействие NO на содержание АТФ в лимфоцитах.

Цель работы — определить влияние различных кон-
центраций NO-генерирующих соединений (NаNO2 и 
S-нитрозоцистеин) на содержание внутри- (вкАТФ) и 
экстраклеточной АТФ (экАТФ) в лимфоцитах человека 
и установить связи образующегося при ЧМТ NO с ини-
циацией аутоиммунных процессов у детей с ЧМТ раз-
личной тяжести.

Материалы и методы
Для анализа использовали образцы крови 36 де-

тей, перенёсших ЧМТ. Все обследованные дети и их 
родители подписали добровольное информированное 
согласие на участие в обследовании. Дизайн и методы 
исследования одобрены независимым локальным эти-
ческим комитетом. 

Тяжесть ЧМТ оценивали по шкале комы Глазго 
(ШКГ), исход — по шкале исходов комы Глазго (ШИГ). 
Лимфоциты выделяли в градиенте фикола по стандарт-
ной методике. Экспозицию суспензии лимфоцитов с 
различными концентрациями NO проводили в раство-

ре RPMI в течение 30 мин, экстракцию АТФ осущест-
вляли с помощью 2% трихлоруксусной кислоты с 2 мМ  
ЭДТА с последующей нейтрализацией tris/KOH.  
К 50 мкл суспензии лимфоцитов добавляли 198 мкл 2% 
трихлоруксусной кислоты + 2 мкл 200 мM ЭДТА и дер-
жали 10 мин на льду. После центрифугирования (4ºС, 10 
мин, 12 000 об/мин) супернатант переносили в другую 
пробирку и нейтрализовали с помощью Tris/KOH. 

Определение концентрации АТФ в трис-ацетатном 
буфере (рH 7,76) проводили на люминометре «Lucy-1» 
с помощью люциферин-люциферазы («Promega»). 
Концентрацию АТФ выражали в нмоль/мг белка, кото-
рый определяли методом Брэдфорда с помощью набо-
ров «Fluka». Содержание аАТ к NMDA-GluRc и S100b 
определяли иммуноферментными методами [9–11]. Со-
держание NOх определяли с использованием наборов 
«R&D Systems». 

Полученные данные обработаны статистически с 
использованием программы «SPSS v. 23.0» («StatSoft 
Inc.»). Различия считали значимыми при p < 0,05. 

Результаты
Наши представления о роли и значимости содержа-

ния АТФ в лимфоцитах в патогенезе острого периода 
ЧМТ сложились при проведении экспериментов in vitro, 
в которых лимфоциты инкубировали с веществами, спо-
собными генерировать повышение концентрации NO: 
S-нитрозоцистеином и NaNO2. В экспериментах in vitro 
мы оценивали изменение вкАТФ и экАТФ в лимфоцитах 
при воздействии разных концентраций NO, содержание 
которого возрастает при сопровождающей ЧМТ гипок-
сии мозга у детей [3]. Увеличение содержания экАТФ 
приводит к апоптозу и гибели клеток [17–19]. 

В наших экспериментах показано, что при возрас-
тании концентраций NO до определённого уровня по-
вышается содержание вкАТФ, однако при достижении 
концентрации NO 103–104 мкМ происходит резкое сни-
жение содержания вкАТФ и увеличение содержания 
экАТФ (рис. 1).

Концентрация, мкМ
Concentration, μM

Концентрация, мкМ
Concentration, μM

0 10 102 103 103 104 0 10 102 103 103 104нм
ол

ь/
м

г б
ел

ка
 | 

nm
ol

/m
g 

pr
ot

ei
n

нм
ол

ь/
м

г б
ел

ка
 | 

nm
ol

/m
g 

pr
ot

ei
n

0

5

10

15

20

0

5

10

15

20

Рис. 1. Содержание вкАТФ (светлые столбики) и экАТФ (тёмные столбики) в лимфоцитах при воздействии различных концентраций 
NO-генерирующих соединений: NaNO2 (а) и S-нитрозоцистеина (б).
Fig. 1. Contents of cATP (light bars) and ecATP (dark bars) in lymphocytes when exposed to various concentrations of NO-generating com-
pounds: NaNO2 (a) and S-nitrosocysteine ​​(b).

а | a б | b



Российский педиатрический журнал. 2024; 27(3)
https://doi.org/10.46563/1560-9561-2024-27-3-161-167

 ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ
164

Как показано нами ранее, аналогично действию на 
лимфоциты, NO действует на уровень АТФ в культуре 
нейронов мозжечка: в малых концентрациях повышает 
содержание вкАТФ, а в больших — снижает (это осо-
бенно характерно для S-нитрозоцистеина) [19].

Таким образом, эксперименты in vitro явились осно-
ванием для предположений о том, что при ЧМТ разной 
тяжести и разном уровне продуктов NO будет наблю-
даться различная динамика вкАТФ в лимфоцитах. 

Индивидуальный анализ динамики содержания АТФ 
в лимфоцитах после перенесённой ЧМТ у детей был 
проведён с учётом тяжести ЧМТ и признаков поврежде-
ния мозга по показаниям уровня маркеров нейрофунк-
циональных белков S100b и нейронспецифической ено-
лазы (NSE), а также уровня аАТ к S100b и NMDA-GluRc 
в сыворотке крови. 

При лёгкой ЧМТ (ШКГ = 14) и полном восстанов-
лении неврологических функций (ШИГ = 5) отмечал-
ся рост уровня вкАТФ в лимфоцитах в первые 5 дней 
после ЧМТ с последующим колебанием в пределах 
50% и повышение к моменту выздоровления и выпи-
ски. Уровень АТФ в сыворотке крови (аналог экАТФ) 
в первые 7 дней после ЧМТ имел противоположную 
динамику по отношению к вкАТФ, но в дальнейшем 
полностью совпадал с содержанием АТФ в лимфоци-
тах (рис. 2).

Уровень NOx (NO2 + NO3) при лёгкой ЧМТ был са-
мым низким из всех групп (19 ± 2 мкM), но немного вы-
ше, чем в контроле (10 ± 5 мкM). Именно при неболь-
шом повышении содержания NOx в плазме мы отмечали 
значительное раннее (в 1-й день после ЧМТ) повыше-
ние уровня аАТ к NMDA-GluRc (рис. 2).

При благоприятном исходе отмечался повышенный 
уровень аАТ к NMDA-GluRc в 1-й день после ЧМТ с 
дальнейшим снижением по мере выздоровления. Эти 
данные подтверждали ранее полученные нами резуль-
таты о благоприятном исходе ЧМТ у детей с более вы-
соким уровнем аАТ к NMDA-GluRc и позволили вы-
двинуть гипотезу о защитной роли повышения аАТ к 
NMDA-GluRc в 1-й день после ЧМТ [11, 12].

Уровень S100b и NSE при благоприятном исходе 
после «физиологического» повышения нормализовал-
ся к 3-му дню после ЧМТ и не превышал контрольных 
значений. Уровень аАТ к S100b в этой группе не пре-
вышал 120%. 

При тяжёлой ЧМТ (ШКГ < 9) наблюдалась дру-
гая картина. Выявлена тенденция к снижению уровня 
АТФ в лимфоцитах и сыворотке крови, а также доста-
точно низкий уровень аАТ к NMDA-GluRc в первые 
дни после ЧМТ (рис. 3). Повышение уровня аАТ по-
сле первых 10 дней расценивалось нами как вторич-
ная гипоксия и сопровождалось повышением содер-
жания NOx [9].

При тяжёлой ЧМТ (вегетативное состояние, 
ШИГ = 2) при начально высоком абсолютном уровне 
АТФ в первые дни после ЧМТ наблюдалось последую
щее снижение уровня АТФ в лимфоцитах с повыше-
нием уровня АТФ в сыворотке крови (рис. 4). При 
этом при низком содержании белка S100b отмечался 
повышенный уровень аАТ к S100b и аАТ к NMDA-
GluRc. Содержание NOx в плазме в этой группе не из-
мерялось, Уровень NOx в этой группе не измеряли, но 
уровень 3-нитротирозина в плазме был несколько уве-
личен (7–42 нМ при следовых количествах в норме).

В случае тяжёлой ЧМТ с летальным исходом 
(ШИГ  =  1) наблюдалась практически параллельная 
динамика содержания АТФ в лимфоцитах и сыворотке 
крови с окончательным резким снижением уровня АТФ 
и в лимфоцитах и сыворотке крови (рис. 5). Показан-
ная динамика сопровождалась невысоким начальным 
уровнем аАТ к NMDA-GluRc и S100b с последующим 
их ростом. Отмечался значительный рост уровня само-
го глиального белка S100b и NSE на протяжении все-
го посттравматического периода. Уровень NOx в этой 
группе достигал 176 ± 45 мкM.

Состояние пациента с тяжёлой ЧМТ (ШКГ = 3) резко 
ухудшилось к концу 2-й недели. Пациенты этой группы 
соответствовали экспериментальному варианту с лим-
фоцитами, когда наблюдалось снижение концентрации 
и вкАТФ, и экАТФ. 
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Рис. 2. Динамика содержания АТФ (а) в лимфоцитах (1) и сыворотке крови (2) и аАТ к NMDA-GluRc (б) у детей с лёгкой ЧМТ и 
благоприятным исходом.
Fig. 2. Trend in the ATP and aAT to NMDA-GluRc  (b) content in children with mild traumatic brain injury (TBI) and a favourable outcome. 
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Рис. 3. Содержание АТФ (а) в лимфоцитах (1) и сыворотке крови (2) и динамика уровня аАТ к NMDA-GluRc (б, 3) и аАТ к S100b  
(б, 4) при тяжёлой ЧМТ (ШКГ = 8; ШИГ = 4).
Fig. 3. ATP content and trend in aAT to NMDA-GluRc (b, 3) and АТ to S100b levels in severe TBI (SHG = 8 points) with SHIG = 4.
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Рис. 4. Содержание АТФ (а) в лимфоцитах (1) и сыворотке крови (2) и динамика уровня аАТ к NMDA-GluRc (б, 3) и аАТ к S100b (б, 4)  
при тяжёлой ЧМТ: ШКГ = 7; ШИГ = 2 (вегетативное состояние).
Fig. 4. ATP content in lymphocytes and trend in  aAT to NMDA GluRc and aAT to S100b levels in severe TBI (SHG = 7 points) with SHIG = 2 
(vegetative state).
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Обсуждение

Активация аутоиммунного процесса после ЧМТ про-
исходит вследствие развития воспаления, повышения 
проницаемости гематоэнцефалического барьера и вы-
броса в кровь через повреждённый барьер структурных 
компонентов нервных и глиальных клеток [6–8]. Увели-
чение содержания в крови аАТ к различным мишеням 
мозга в посттравматическом периоде ЧМТ прежде всего 
свидетельствует о повреждении забарьерных антиген-
ных структур, в значительной степени представленных 
различными мембранными рецепторами нейрофункцио
нальных белков [9–11]. 

Установленные закономерности свидетельствуют о 
модификациях белков сыворотки крови и наличии окси-
дативного и нитрозативного стресса у детей с тяжёлы-
ми повреждениями мозга. В связи с тем, что подобные 
изменения характерны для гипоксических поврежде-
ний мозга и гиперстимуляции глутаматных рецепторов 

(GluRc) нейронов, высказано предположение о связи 
показателей оксидативного и нитрозативного стресса у 
детей с ЧМТ с возможным развитием нарушений в моз-
ге через активацию GluRc. 

Подъём уровня АТФ в лимфоцитах сразу после 
ЧМТ является положительным фактором, отражаю-
щим активацию лимфоцитов. При этом более высо-
кий уровень аАТ к GluRc сразу после тяжёлой ЧМТ 
является благоприятным признаком для исхода ЧМТ 
и совпадает с повышением вкАТФ в лимфоцитах [12]. 
Продолжительная отрицательная динамика содержа-
ния АТФ в лимфоцитах с аналогичными изменениями 
концентраций АТФ в сыворотке крови при тяжёлых 
ЧМТ является показателем неблагоприятного исхода 
тяжёлой ЧМТ у детей [20, 21]. Продолжающееся уве-
личение содержания аАТ к GluRc после 2 нед может 
отражать нарастающую вторичную гипоксию. NO при 
умеренном повышении в плазме сразу после ЧМТ спо-
собствует повышению вкАТФ в лимфоцитах и аАТ к 
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GluRc, что активирует иммунный ответ и защищает 
мозг от гипоксических повреждений [17, 22].
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Рис. 5. Содержание АТФ (а) в лимфоцитах (1) и сыворотке крови (2), АТ к NMDA-GluRc (б) и S100b (в) при тяжёлой ЧМТ  
(ШКГ = 3) с ШИГ = 1 (летальный исход).
Переломный момент в состоянии здоровья пациента обозначен вертикальной стрелкой.
Fig. 5. ATP content in lymphocytes and blood serum in severe TBI (SHG = 3 points) with SHIG 1 (fatal outcome).
The break point in the patient’s health is indicated by a vertical arrow.
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