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В последние годы все чаще встречаются штаммы микроорганизмов, устойчивые к антибиотикам  Необходим поиск новых 
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брали материал для исследования через 2, 30-60, 120-180 мин  Содержание α-дефензинов в сыворотке крови определяли 
методом иммуноферментного анализа  Для оценки микробицидной активности нейтрофилов использовали спонтанный 
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Microorganism strains resistant to antibiotics have become more common  This fact prompts searching for new means that would 
provide a reliable antibacterial effect   Studying antimicrobial polypeptides is relevant   A question arises whether α-defensins are 
activated only during a microbial attack or there are other triggers for their involvement in the immunological process  Since any 
wound is always painful but acute pain is not always associated with an external injury, the question is whether neutrophils and 
α-defensins can be involved in the dolorogenic process as such   the aim of the study was to determine correlation and features 
of neutrophil and α-defensin involvement in an acute dolorogenic process at stages of ontogenesis  methods.  The study was 
performed on white rats divided into three age groups (30-35-day-old, 2-3-month-old, and older than one year)  Each group was 
divided into control and experimental subgroups  In experimental subgroups, acute somatic pain was modeled by electrostimu-
lation   Material was collected at 2, 30-60, and 120-180 min after electrostimulation   Serum content of α-defensins was measured 
by enzyme immunoassay  Neutrophil microbicidal activity was evaluated using the spontaneous and stimulated NBT tests  Values 
were compared using the non-parametric Mann-Whitney U-test, and correlations were analyzed using the Spearman rank cor-
relation test  results.  Acute short-term somatic pain activated oxygen-dependent mechanisms of neutrophil microbicidity and 
induced increased levels of α-defensins in peripheral blood   This reaction has specific features in ontogenesis but it is obviously 
standard and short-term  The functional activity of neutrophils was directly correlated with the level of α-defensins in peripheral 
blood of 30-35-day-old and 2-3-month-old animals  conclusion. At stages of ontogenesis, oxygen-dependent neutrophil micro-
bicidity and peripheral blood content of α-defensins increase in response to acute, short-term somatic pain  The type of response 
is determined by age-related features  The study results are important for development of α-defensin-based drugs and prescrib-
ing them to patients of different age with a history of acute pain 

Keywords: pain; rats; α-defensins; neutrophils; ontogenesis.
for citation: Alekseev V V , Kade A Kh  Functional and correlational relationship between indexes of the metabolic activity 
of neutrophils and α-defensins in animals of different age groups in the dynamics of acute somatic pain  Patologicheskaya 
Fiziologiya i Eksperimental`naya terapiya  (Pathological Physiology and Experimental Therapy, Russian Journal)  2020; 64(2): 21-29  
(in Russian) 
dOi: 10 25557/0031-2991 2020 02 21-29

for correspondence: Vladimir V. Alekseev, PhD, professor assistant of the department of pathological physiology the Rostov State 
Medical University; 29, Nakhichevansky Lane, Rostov-on-Don, 344022, Russia, e-mail: alexeev911@gmail com
conflict of interest. The authors declare no conflict of interest 
acknowledgments. The study had no sponsorship   
contribution: the concept and design of the study, collection and processing of material, writing a text— Alekseev V V ; the concept and 
design of the study, writing a text, editing — Kade A Kh 

information about authors:
Alekseev V V , https://orcid org/0000-0002-8055-2184
Kade A Kh , https://orcid org/0000-0002-0694-9984

Received 12 07 2019
Accepted 20 04 2020
Published 28 05 2020

Введение

Непреложной истиной является то, что любое ра-
нение сопровождается первичным или вторичным ин-
фицированием зоны повреждения [1, 2]. Очевидным 
является и тот факт, что повреждение тканей сопрово-
ждается острой болевой реакцией. В связи с этим про-
токол оказания помощи при получении травмы вклю-
чает обязательное обезболивание и введение антибио-
тиков [3, 4]. К сожалению, в последние годы все чаще 

встречаются штаммы микроорганизмов, устойчивые 
к антибиотикам [5, 6]. Необходим поиск новых средств, 
обеспечивающих надежный антибактериальный эф-
фект. В этом плане обнадеживающим является изуче-
ние антимикробных полипептидов (АМП). В послед-
ние десятилетия идентифицировано более ста АМП. 
Среди них далеко не последнее место занимают дефен-
зины. В клинической практике акценты сделаны на 
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изучении α-дефензинов [7, 8]. Возникает вопрос, 
α-дефензины активируются только при микробной 
атаке или существуют и иные триггеры их вовлечения 
в иммунологический процесс. Если исходить из того, 
что любая рана всегда болезненна, но не любая острая 
боль связана с внешним повреждением тканей, встает 
вопрос о возможности вовлечения нейтрофилов и 
α-дефензинов в долорогенный процесс как таковой.

Сочетанное изучение реакции нейтрофилов и 
α-дефензинов диктуется их тесной функциональной 
связью [9].

Цели исследования:
1. Установление факта вовлечения нейтрофилов и 

α-дефензинов в острый долорогенный процесс.
2. Выявление особенностей реакции факторов 

врожденного иммунитета на острую кратковременную 
соматическую боль на этапах онтогенеза.

3. Выявление корреляционной зависимости меж-
ду изменениями кислородзависимой микробицидно-
сти и уровнем α-дефензинов при острой кратковре-
менной соматической боли.

Методика

Объектом исследований служили белые беспород-
ные крысы. 

Выделено несколько возрастных групп: месячные 
(30-35-дневные, n=36), взрослые половозрелые (2-3-ме-
сячные, n=36), старые (старше 1 года, n=36). Каждая 
возрастная группа распределялась на контрольную и 
экспериментальную подгруппы. У крыс опытной под-
группы электрокожным раздражением рецепторной зо-
ны корня хвоста моделировали острую соматическую 
боль (ОСБ) 3-й–4-й степени интенсивности по крите-
риям А.В. Вальдмана и Ю.Н. Васильева в модификации 
В.Г. Овсянникова [10]. Взятие материала для исследо-
вания осуществляли через 2, 30-60 и 120-180 мин после 
моделирования ОСБ. Содержание α-дефензинов в сы-
воротке крови крыс определяли методом иммунофер-
ментного анализа с использованием наборов фирмы 
Cloud-Clone Corp (США). Приготовление растворов 
стандартов, конъюгатов A и B, промывочного буфера 
проводили согласно инструкции к набору. 

Для оценки микробицидной активности нейтро-
филов использовали цитохимический метод спонтан-
ного и стимулированного НСТ–теста [11]. Под микро-
скопом оценивали процентное содержание нейтрофи-
лов с темно-синими гранулами формазана в 
цитоплазме. Анализировали 100 сегментоядерных ней-
трофилов. Вычисляли процент нейтрофилов с призна-
ками восстановления тетразолия в формазан до и по-
сле моделирования ОСБ.

Все экспериментальные работы выполнены с со-
блюдением утвержденных Европейской конвенцией 
правил этики о защите позвоночных животных, ис-
пользуемых для экспериментов или в иных научных 
целях и Правилами лабораторной практики, утверж-
денными приказом Минздрава России № 708 от 
23.08.2010. Протокол исследования одобрен локаль-
ным этическим комитетом ФГБОУ ВО РостГМУ 
Минздрава России. 

Статистическую обработку данных проводили на 
основе непараметрического U-критерия Манна-Уит-
ни. Критическое значение уровня значимости (р) при-
нималось равным 0,05. Результаты представлены как 
медиана с верхним и нижним квартилями и интерва-
лом значений Ме [Q0,25; Q0,75] (Min-Max). Для выявле-
ния корреляционной связи между изучаемыми пока-
зателями применяли метод ранговой корреляции 
Спирмена.

результаты 

В табл. 1 представлены результаты исследования 
животных в контрольных группах.

В сравнении с месячными крысами у взрослых по-
ловозрелых животных как спонтанный, так и стиму-
лированный тест ярче выражен. Тем не менее более 
высокая метаболическая активность не обусловлива-
ет активацию микробицидности нейтрофилов, равно 
как и их способности увеличивать содержание в пери-
ферической крови α-дефенсинов.

Таким образом, у животных контрольной группы 
показатели, характеризующие спонтанный НСТ-тест, 
возрастают по мере взросления животных. Стимули-
рованный НСТ-тест у взрослых половозрелых крыс 
выше, чем у крыс месячного возраста, однако у старых 
животных он снижается, одновременно в старости сни-
жается и микробицидность нейтрофилов. Содержание 
α-дефензинов по мере взросления животных также по-
вышается, а к старости постепенно снижается, одна-
ко остается более высоким, чем у месячных крыс.

Через 2 мин после болевой стимуляции у крыс ме-
сячного возраста показатели, характеризующие мета-
болическую активность нейтрофилов и уровень 
α-дефензинов в периферической крови возрастают. 
При этом прирост значений, характеризующих микро-
бицидность нейтрофилов и содержание α-дефензинов 
имеют высоко значимое различие (р<0,01) по сравне-
нию с показателями контрольной группы (табл. 2).

Проведенный корреляционный анализ выявил 
прямую зависимость между увеличением киллинговой 
активности нейтрофилов и нарастанием уровня 
α-дефензинов (ρ=0,047).  
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При анализе показателей, характеризующих мета-
болическую активность нейтрофилов взрослых крыс, 
обращают на себя внимание 3 обстоятельства: 1) абсо-

лютные значения спонтанного и стимулированного 
НСТ-теста у взрослых крыс несколько ниже, чем у ме-
сячных животных (табл. 2); 2) не выявлено значимых 

Таблица 1

Уровень регистрируемых параметров в контрольной группе животных 

спНСТ стНСТ К стим α-Деф

месячные Me 55,5 Me 90,5 Me 1,63 Me 12,5

Q0,25 54,1 Q0,25 86,0 Q0,25 1,60 Q0,25 11,9

Q0,75 58,4 Q0,75 93,8 Q0,75 1,66 Q0,75 13,1

min 49,7 min 82,0 min 1,58 min 11,5

max 60,4 max 100,3 max 1,72 max 15,6

взрослые Me 65,7 Me 111,5 Me 1,67 Me 15,9

Q0,25 57,5 Q0,25 104,8 Q0,25 1,61 Q0,25 15,7

Q0,75 63,2 Q0,75 122,7 Q0,75 1,71 Q0,75 16,9

min 56,5 min 86,4 min 1,53 min 15,4

max 87,8 max 141,0 max 1,78 max 17,4

старые Me 73,3 Me 108,2 Me 1,47 Me 13,7

Q0,25 71,1 Q0,25 100,8 Q0,25 1,44 Q0,25 13,2

Q0,75 74,6 Q0,75 113,5 Q0,75 1,52 Q0,75 15,0

min 68,9 min 98,2 min 1,39 min 13,4

max 76,3 max 113,7 max 1,53 max 15,1

Примечание. Обозначения здесь и в табл. 2–4: спНСТ (спонтанный), стНСТ (стимулированный) нитросиний тетразолиевый тест.

Таблица 2

Уровень регистрируемых параметров через 2 мин после острой соматической боли

спНСТ стНСТ К стим α-Деф

месячные Me 79,9* Me 143,8* Me 1,82* Me 21,0*

Q0,25 59,9 Q0,25 112,6 Q0,25 1,81 Q0,25 19,5

Q0,75 83,4 Q0,75 150,9 Q0,75 1,84 Q0,75 22,5

min 47,5 min 93,3 min 1,79 min 19,0

max 85,4 max 155,2 max 2,03 max 23,1

взрослые Me 61,6 Me 119,1 Me 1,91* Me 31,2*

Q0,25 54,8 Q0,25 105,3 Q0,25 1,89 Q0,25 24,0

Q0,75 73,4 Q0,75 132,7 Q0,75 1,93 Q0,75 47,0

min 48,3 min 90,9 min 1,80 min 23,8

max 79,4 max 163,0 max 2,05 max 51,0

старые Me 71,8 Me 114,9* Me 1,59* Me 20,8*

Q0,25 70,4 Q0,25 111,1 Q0,25 1,58 Q0,25 20,1

Q0,75 73,1 Q0,75 118,2 Q0,75 1,61 Q0,75 22,4

min 57,7 min 91,2 min 1,57 min 19,8

max 74,8 max 119,9 max 1,64 max 23,5

Примечание. * – p≤0,05 статистически значимые различия по сравнению с контрольной группой. Обозначения см. табл. 1.
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изменений спонтанного и стимулированного НСТ-
тестов сразу после болевой атаки по отношению к кон-
трольным значениям; 3) очевидно, главное, интеграль-
ная величина (коэффициент микробицидности, харак-
теризующий киллинговую активность нейтрофилов) 
половозрелых крыс, выше, чем у крыс месячного воз-
раста, и по сравнению с контрольными значениями 
в этой возрастной группе имеется высокозначимое раз-
личие (р<0,01) (табл. 2).

Очевидно, приведенная триада свидетельствует 
о более упорядоченном и рациональном характере ме-
таболизма у взрослых половозрелых животных по срав-
нению с крысами месячного возраста, что позволяет, 
при меньших ресурсных затратах, обеспечивать более 
выраженный эффект. Образование α-дефензинов сра-
зу после нанесения ноцицептивного раздражения рез-
ко возрастает, различие с контролем высокозначимо 
(р<0,01), в абсолютных значениях этот прирост выше, 
чем у месячных животных, что лишь подтверждает вы-
сказанное выше предположение (табл. 2).

 Через 2 мин после болевого воздействия у старых 
крыс спонтанный НСТ-тест не претерпевает измене-
ний, стимулированный – демонстрирует тенденцию 
роста, что же касается самой микробицидности ней-
трофилов и уровня α-дефенсинов, то здесь обнаружи-
вается высокозначимый прирост (табл. 2).

Можно констатировать, что у животных месячно-
го возраста реакция в ответ на боль, характеризующая 
метаболическую активность нейтрофилов, более ла-
бильна, чем у взрослых и старых животных.

Судя по результатам,  у крыс месячного возраста че-
рез 30-60 мин после болевого воздействия продолжает-
ся активация фагоцитарной активности, но она не сви-
детельствует о нарастании переваривающей способности 
нейтрофилов и увеличении биосинтеза α-дефензинов. 
Напротив, в этот временной промежуток киллин-
говая активность нейтрофилов падает и содержание 
α-дефензинов в периферической крови также снижа-
ется. Проявляется своеобразная диссоциация функций: 
поглотительной, переваривающей и синтетической 
(табл. 3). При этом корреляционный анализ подтверж-
дает это наблюдение. Между снижением коэффициен-
та микробицидности нейтрофилов и падением уровня 
α-дефенсина выявляется прямая корреляционная зави-
симость (ρ=0,43). Характерным признаком для данной 
группы (1 мес) является депрессия всех показателей, ха-
рактеризующих метаболическую активность нейтрофи-
лов. На первый взгляд продолжает сохраняться высокий 
уровень α-дефензинов (р<0,001), но это, очевидно, связа-
но не с их усиленной продукцией, а недостаточным раз-
рушением в периферической крови в течение 1-го ч по-
сле болевого воздействия (табл. 3). 

Таблица 3

Уровень регистрируемых параметров через 30-60 мин после острой соматической боли

спНСТ стНСТ К стим α-Деф

месячные Me 131,2* Me 163,1* Me 1,37* Me 14,2*

Q0,25 114,3 Q0,25 158,1 Q0,25 1,30 Q0,25 13,7

Q0,75 146,0 Q0,75 199,2 Q0,75 1,41 Q0,75 14,6

min 106,9 min 149,3 min 1,14 min 13,2

max 161,4 max 209,5 max 1,45 max 15,0

взрослые Me 64,7 Me 113,6 Me 1,72 Me 17,7*

Q0,25 60,9 Q0,25 100,5 Q0,25 1,69 Q0,25 17,5

Q0,75 68,5 Q0,75 119,9 Q0,75 1,75 Q0,75 18,0

min 53,5 min 92,3 min 1,64 min 16,9

max 74,5 max 125,9 max 1,82 max 18,3

старые Me 104,8 Me 176,7 Me 1,68* Me 16,4*

Q0,25 65,7 Q0,25 108,0 Q0,25 1,64 Q0,25 15,9

Q0,75 117,9 Q0,75 213,2 Q0,75 1,79 Q0,75 18,5

min 50,7 min 93,1 min 1,58 min 15,2

max 124,4 max 240,5 max 1,84 max 19,5

Примечание. * – p≤0,05 статистически значимые различия по сравнению с контрольной группы. Обозначения см. табл. 1.
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Характерной особенностью для этой возрастной 
группы (1 мес) следует считать поступательное  увели-
чение значений, характеризующих киллинговую ак-
тивность нейтрофилов в течение 1-го ч после начала 
эксперимента. Уровень α-дефенсинов в крови к это-
му времени снижается, но остается выше контрольных 
значений (табл. 3).

Из приведенного цифрового материала у месяч-
ных животных следует, что величина спонтанного и 
стимулированного НСТ-теста в абсолютных значени-
ях снижалась по сравнению с предыдущим сроком на-
блюдения, однако продолжает оставаться более высо-
кой по сравнению с контрольными значениями.

После зарегистрированной депрессии к концу 1-го ч 
эксперимента наблюдается вторая волна статистически 
значимого увеличения микробицидности нейтрофилов 
(р<0,01) и содержания α-дефензинов (р<0,001) (табл. 4).

Полученные результаты позволяют говорить о вы-
сокой функциональной лабильности нейтрофилов у 
крыс месячного возраста. Они бурно реагируют на 
болевое раздражение, реакция быстро истощается, 
но и достаточно быстро (в течение 2–3 ч) возраста-
ют киллинговая активность нейтрофилов и уровень 
α-дефензинов в периферической крови.

Взрослые крысы четко реагировали на болевое воз-
действие увеличением переваривающего потенциала 

нейтрофилов и продукцией α-дефензинов, т.е. демон-
стрировали превентивную готовность к отражению 
возможной антигенной агрессии. Однако, поскольку 
такой сценарий не состоялся, все показатели практи-
чески возвращались к контрольным значениям и даже 
были ниже последних (табл. 4).

Определенная инертность в развертывании спон-
танного и стимулированного НСТ-теста у старых жи-
вотных очевидна. Это проявляется в сохранении уров-
ня показателей контрольных значений в течение 2 ч, в 
последующем они несколько активируются (табл. 4).

Диссонансом в выявленной реакции является зна-
чимое снижение в этот временной промежуток кил-
линговой активности нейтрофилов. Содержание 
α-дефензинов к концу 3-го ч остается несколько уве-
личенным по сравнению с контрольными значения-
ми. Создается впечатление, что у старых крыс сраба-
тывает все тот же инерционный механизм, когда со-
храняется баланс между продукцией и разрушением 
α-дефензина на несколько более высоком уровне, чем 
у животных контрольной группы (табл. 4).

Обсуждение 

При всех рассмотренных возрастных и временных 
особенностях реакции изучаемых факторов врожденно-
го иммунитета прослеживается общая закономерность: 

Таблица 4

Уровень регистрируемых параметров через 120-180 мин после острой соматической боли

спНСТ, ед стНСТ, ед К стим α-Деф, нг/мл

месячные Me 89,4* Me 156,7* Me 1,75* Me 19,4*

Q0,25 84,1 Q0,25 148,9 Q0,25 1,72 Q0,25 19,2

Q0,75 93,4 Q0,75 161,6 Q0,75 1,77 Q0,75 21,2

min 81,3 min 133,0 min 1,64 min 18,7

max 98,1 max 174,6 max 1,78 max 23,8

взрослые Me 68,5 Me 104,3 Me 1,52* Me 17,5*

Q0,25 66,9 Q0,25 103,0 Q0,25 1,54 Q0,25 16,8

Q0,75 73,1 Q0,75 109,7 Q0,75 1,49 Q0,75 17,9

min 63,3 min 91,9 min 1,42 min 16,5

max 91,9 max 130,2 max 1,59 max 18,5

старые Me 109,4* Me 122,9* Me 1,31* Me 15,6*

Q0,25 86,3 Q0,25 109,4 Q0,25 1,23 Q0,25 15,5

Q0,75 116,0 Q0,75 156,4 Q0,75 1,35 Q0,75 16,2

min 80,6 min 107,1 min 1,00 min 15,3

max 129,8 max 170,1 max 1,42 max 18,8

Примечание. * – p≤0,05 статистически значимые различия по сравнению с контрольной группы. Обозначения см. табл. 1.
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в ответ на алгогенное воздействие включаются как меха-
низмы кислородзависимой микробицидности нейтро-
филов, так и продукции α-дефензинов. Причем в месяч-
ном возрасте и в возрасте половой зрелости эти факторы 
не просто изменяются параллельно друг другу, а имеют 
четкую корреляционную зависимость, которая расце-
нивается как умеренная (ρ в пределах 0,3-0,69). Исхо-
дя из того, что нейтрофилы играют значительную роль 
в продукции α-дефензинов, следует заключить, что ак-
тивация метаболической активности нейтрофилов свя-
зана с биосинтезом α-дефензинов (рисунок).

У старых животных столь выраженная корреляция 
не прослеживается. Объяснение вовлечения описан-
ных факторов врожденного иммунитета следует искать 
в нейроиммунноэндокринных взаимодействиях при 
реализации универсальной стресс-реакции. А острая 
боль является именно таковой.

Было показано, что острая соматическая боль 
приводит к активации симпатоадреналовой системы 
во всех возрастных группах животных, которая, без-
условно, имеет свои онтогенетические особенности, 
но выброс катехоламинов в ответ на долорогенное 
раздражение является обязательным [12]. Одной из 

мишеней воздействия катехоламинов являются ней-
трофилы. Этот факт, обнаружанный более 30 лет на-
зад, находит все новые подтверждения [13]. Считается 
установленным тот факт, что на нейтрофилах присут-
ствуют α- и β-адренорецепторы, которые регулиру-
ют функцию гранулоцитов. Через α-адренорецепторы 
активируется метаболическая активность нейтрофи-
лов, а также их фагоцитарная и микробицидная ак-
тивность [14-23].

Образующиеся активные формы кислорода, спо-
собны повреждать собственные клеточные структуры. 
Однако, количество β-адренорецепторов, лимитиру-
ющих микробицидность нейтрофилов, возрастает и 
тем самым предупреждают развитие деструктивного 
процесса [24, 25].

С этих позиций становится понятным, поче-
му активация фагоцитов и увеличение биосинте-
за α-дефензинов, закономерно возникающие, носят 
краткосрочный характер. Система, превентивно по 
отношению к возможному инфицированию, обрета-
ет функциональную готовность, но так как сценарий 
инфицирования не запускается, микробицидный по-
тенциал быстро падает. 

Графики изменения исследуемых параметров в ходе эксперимента 
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Выводы

На этапах онтогенеза у крыс в ответ на острую кра-
тковременную соматическую боль возрастает кисло-
родзависимая микробицидность нейтрофилов и уве-
личивается содержание α-дефензинов в перифериче-
ской крови.

Характер реакции определяется возрастными осо-
бенностями.

У крыс месячного возраста и достигнувших поло-
вой зрелости имеется прямая корреляционная зависи-
мость между активацией метаболической активности 
нейтрофилов и ростом содержания α-дефензинов в пе-
риферической крови.

Заключение 
Полученные данные имеют значение при разра-

ботке препаратов на основе α-дефензинов и их приме-
нении пациентами различного возраста при наличии 
в анамнезе острого болевого синдрома.
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