
ISSN 2310-0435 47

 

УДК 616-092

Синтетический аналог лей­энкефалина предотвращает 
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Актуальность. Полиорганная недостаточность – основная причина летальных исходов у пациентов с тяжёлой со-
четанной травмой (ТСТ). В её патогенезе ведущую роль занимают такие процессы, как системная воспалительная 
реакция, окислительный дистресс и вызванная ими эндотелиальная дисфункция. 
Цель исследования: оценить влияние различных доз синтетического аналога лей-энкефалина даларгина на про-
воспалительную активацию и апоптоз нейтрофилов под влиянием сывороток пациентов с ТСТ. 
Материалы и методы: исследование проводилось на нейтрофилах, которые были выделены из крови здоровых до-
норов (7 человек) и активированы токсическими сыворотками пациентов (7 пациентов) с ТСТ. Активацию нейтро-
филов изучали при помощи флуоресцентных антител к белковым молекулам CD11b и CD66b, апоптоз нейтрофилов 
оценивали спустя 22 часа, окраской аннексином V и йодистым пропидием. Даларгин добавляли к интактным и ак-
тивированным нейтрофилам в концентрациях 1, 10, 50 и 100 мкг/мл. 
Результаты: Даларгин показал противовоспалительные свойства, дозозависимо снижал экспрессию белковых моле-
кул CD11b и CD66b на поверхности нейтрофилов, активированных сыворотками пациентов с системной воспали-
тельной реакцией (СВР), осложнившей течение ТСТ. Даларгин в дозах более 50 мкг/мл был способен предотвратить 
снижение уровня апоптоза нейтрофилов, который развивался под воздействием сывороток пациентов с СВР.
Заключение: Результаты выполненного исследования показали хорошие перспективы для применения даларгина 
для лечения и профилактики органной дисфункции у пациентов с тяжёлой сочетанной травмой. 
Ключевые слова: даларгин; дегрануляция нейтрофилов; тяжёлая сочетанная травма; синдром системного воспали-
тельного ответа.
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A synthetic leu­enkephalin analogue prevents the natural activation  
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Relevance. Multiple organ failure is the major cause of late mortality in patients with severe polytrauma. The pathogenesis 
of multiple organ failure primarily involves systemic inflammatory response syndrome (SIRS), oxidative stress, and ensuing 
endothelial dysfunction.
The aim of this study was to investigate the effect of a synthetic analogue of leu-enkephalin, Dalargin, at various doses on the pro-
inflammatory activation and apoptosis of neutrophils induced in vitro by blood serum of patients with SIRS following severe polytrauma. 
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Materials and methods. The experiments were performed on neutrophils obtained from seven healthy donors. Neutrophils 
were activated by adding serum samples from severe polytrauma patients with SIRS. The neutrophil status was evaluated 
using immunofluorescence microscopy with antibodies against CD11b and CD66b. The prevalence of neutrophil apoptosis 
was assessed at 22 hours after the derivation; cell viability was determined after annexin V and propidium iodide staining by 
fluorescence-based flow cytometry. Intact and activated neutrophils were treated with Dalargin 1, 10, 50, and 100 µg/ml.
Results. Dalargin attenuated the degranulation and activation of neutrophils by suppressing the expression of CD11b and 
CD66b in the neutrophils pretreated with serum of patients with SIRS caused by severe polytrauma. This anti-inflammatory effect 
was dose-related. The Dalargin dose of >50 µg/ml was able to induce spontaneous apoptosis in neutrophils pre-treated with 
serum samples from patients with polytrauma-related SIRS.
Conclusion. Our findings provide potential opportunities for using Dalargin for prophylaxis and treatment of SIRS in patient 
with severe polytrauma as well as for prevention of multiple organ dysfunction.
Key words: dalargin; neutrophil degranulation; polytrauma; systemic inflammatory response syndrome.
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Введение

По данным ВОЗ, тяжёлая сочетанная травма (ТСТ) 
является основной причиной смертности у молодых 
людей в развитых странах. С точки зрения эпидемио-
логии, ТСТ отвечает критериям глобальной пандемии. 
Так, во всём мире от полученных травм ежедневно уми-
рает порядка 16000 человек, а в год смертность от трав-
матизма достигает 5,8 млн человек [1].

Полиорганная недостаточность является основной 
причиной летальных исходов у пострадавших с ТСТ [2]. 
В её патогенезе ведущую роль занимают такие процессы, 
как системная воспалительная реакция (СВР), окисли-
тельный дистресс и вызванная ими эндотелиальная дис-
функция [3]. СВР – состояние, возникающее вследствие 
различных повреждающих воздействий, как инфекцион-
ного, так и неинфекционного генеза и проявляющееся ги-
перпродукцией провоспалительных цитокинов и после-
дующей инфильтрацией нейтрофилами тканей различ-
ных органов [4]. Известно, что белковые молекулы CD11b 
и СD66b могут отражать тяжесть системной воспалитель-
ной реакции [5]. Различные воспалительные стимулы уве-
личивают их количество на поверхности нейтрофилов 
и после взаимодействия CD11b и СD66b с рецепторами 
молекул адгезии (ICAM-1) на эндотелии, осуществляется 
их миграция к очагу воспаления [6]. В раннем посттравма-
тическом периоде СВР развивается у более чем 50% паци-
ентов [7]. Важно отметить, что на сегодняшний день доста-
точно эффективных методов лечения СВР не существует, 
в связи с чем представляется актуальным изучение меха-
низмов её развития и изучение новых фармакологических 
препаратов для профилактики и лечения.

Синтетический аналог лей-энкефалина с дельта-о-
пиоидной активностью даларгин достаточно хорошо из-
вестен в клинической практике. В ранних исследованиях 
было показано наличие у препарата кардиопротекторных 
свойств при операциях с искусственным кровообращени-
ем [8]. В дальнейших исследованиях были показаны его 
пульмонопротекторные свойства [9], в ряде исследований 

отмечена способность даларгина снижать частоту инфек-
ционных осложнений [10]. Однако механизм его органо-
протекторных свойств оставался не ясным до недавнего 
времени. В 2018 году в экспериментальном исследовании 
был показан защитный эффект даларгина в отношении 
эндотелия, находившегося в контакте с сывороткой паци-
ентов с септическим шоком [11], а в недавнем исследова-
нии in vitro был продемонстрирован дозозависимый инги-
бирующий эффект синтетического аналога лей-энкефа-
лина на активированные бактериальными компонентами 
(липополисахарид и формил-пептид) нейтрофилы [12].

В этой связи представляется вполне логичным пред-
положить, что применение даларгина позволит умень-
шить воспалительную активацию нейтрофилов у по-
страдавших с ТСТ. Цель нашего исследования – оценить 
влияние различных доз даларгина на провоспалитель-
ную активацию и спонтанный апоптоз нейтрофилов под 
влиянием сывороток пациентов с ТСТ.

Материалы и методы исследования

Сведения об исследуемом препарате. Торговое наи-
менование: Даларгин®.

Химическое название: тирозил-D-аланин-гли-
цил-фенилаланил-лейцил-аргинина диацетат (Далар-
гин). Лекарственная форма: раствор для внутривенно-
го и внутримышечного введения. Производитель: АО 
«НПО Микроген», Российская Федерация.

Сведения о пациентах. Здоровые доноры (7 чело-
век), средний возраст 39 лет, диапазон – от 34 до 52 лет.

Больные с развившимся синдромом СВР по-
сле ТСТ были отобраны в соответствие с критериями 
«SIRS» 2 признака и более [13]. Больной 1: 52 года. ТСТ, 
ISS – 35 баллов. Состояние после операции торакото-
мия, ушивание ран лёгкого, 2-е сутки после операции. 
Больной 2: 34 года. ТСТ, ISS – 40 баллов. Состояние 
после операции лапаротомия. Спленэктомия, 1 сутки 
после операции. Больной 3: 47 лет. ТСТ, ISS – 36 бал-
лов. Состояние после операции лапаротомия. Ушива-
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ние ран печени, тонкой и толстой кишки, 1 сутки после 
операции. Больной 4: 52 года. ТСТ, ISS – 42 балла. Со-
стояние после операции трепанация черепа, удаление 
внутримозговой гематомы, лапаротомия, ушивание ран 
печени, тонкой и толстой кишки, дренирование брюш-
ной полости, 1 сутки после операции. Больной 5: 35 лет. 
ТСТ, ISS – 42 балла. Состояние после операции трепа-
нация черепа, удаление эпидуральной гематомы, опера-
ции лапаротомия, ушивание ран печени, дренирование 
плевральной полости, 1 сутки после операции. Боль-
ной 6: 32 года. ТСТ, ISS– 39 баллов. Состояние после 
операции трепанация черепа, удаление внутримозговой 
гематомы, дренирование плевральной полости, 1 сутки 
после операции. Больной 7: 39 лет. ТСТ, ISS – 43 балла. 
Состояние после операции трепанация черепа, удаление 
эпидуральной гематомы, операции торакотомия, уши-
вание ран легкого, диафрагмы, дренирование плевраль-
ной полости, 2-е сутки после операции.

Выделение, активация, определение уровня апопто-
за нейтрофилов было выполнено по методике, представ-
ленной в исследовании [14]. Исследование было прове-
дено с использованием оборудования ЦКП «Приклад-
ная Генетика» МФТИ (Соглашение № 075-15-2021-684).

Этическая экспертиза. Протокол исследования 
одобрен на заседании локального этического комите-
та ФГБНУ ФНКЦ РР (протокол № 5/21/7 от 29.12.2021 
г). Протоколом предусмотрено получение информиро-
ванного согласия добровольцев на исследование крови.

Статистический анализ. Для статистического ана-
лиза использовались программы Statistica 10.0 (StatSoft, 
Inc) и MedCalc 12.5.0.0 (MedCalc Software bvba). Резуль-
таты представлены медианой с межквартильным ин-
тервалом. Межгрупповые различия показателей оце-
нивались при помощи теста для связанных выборок 
(W-критерий Вилкоксона) с использованием поправ-
ки Бонферрони, и принимались статистически значи-
мыми при уровне р < 0,05.

Результаты исследования

Уровень флуоресценции молекул CD11b, экспониро-
ванных на интактных нейтрофилах у здоровых доноров, 
составил 3459 (3103; 3608) условных единиц флуоресцен-
ции (у.е.ф) Нахождение нейтрофилов в среде с сыворот-
кой пациентов с СВР значимо усилила уровень их флуо-
ресценции в 1,4 раза, р = 0,042 в сравнении с интактными 
нейтрофилами. Даларгин, добавленный в среду инкуба-
ции, в дозе 100 мкг/мл к интактным нейтрофилам, не по-
влиял на экспрессию молекул CD11b (табл. 1). Даларгин 
в концентрации 1 мкг/мл, добавленный в среду нейтро-
филов, находящихся с сывороткой пациентов с СВР, 
не влиял на повышенную экспрессию CD11b, и уровень 
их флуоресценции был выше в сравнении с интактными 
нейтрофилами; в концентрации 10 мкг/мл – не влиял на 
повышенную экспрессию CD11b после воздействия ток-
сической сыворотки, в то же время оставаясь выше по от-
ношению к интактным нейтрофилам на уровне тенден-
ции (р = 0,063); в концентрации 50 мкг/мл – незначимо, 
на уровне тенденции, снижал повышенную экспрессию 
CD11b (р = 0,090) после воздействия токсической сы-
воротки, оставаясь незначимо выше в сравнение с ин-
тактными нейтрофилами (р = 0,136); в дозе 100 мкг/мл 
– значимо снижал повышенную экспрессию CD11b по-
сле воздействия токсической сыворотки, достигая зна-
чений CD11b у интактных нейтрофилов.

Выявленные в эксперименте закономерности экс-
прессии CD11b на нейтрофилах были также характер-
ны и для экспрессии CD66b в тех же эксперименталь-
ных условиях. Уровень флуоресценции молекул CD66b 
на поверхности нейтрофилов у здоровых доноров состав-
лял 11107 (10379; 12335) у.е.ф Нахождение нейтрофилов 
в среде с сывороткой пациентов с СВР после ТСТ увели-
чивало экспрессию молекул CD66b в 1,3 раза, р = 0,047 
в сравнении с интактными нейтрофилами (табл. 2). Да-
ларгин, добавленный в среду инкубации, в дозе 100 мкг/

Таблица 1.
Уровень экспрессии CD11b на поверхности нейтрофилов при воздействии сыворотки пациентов  

с развившейся системной воспалительной реакцией после тяжёлой сочетанной травмы и применения даларгина в разных концентрациях

Группа
Экспрессия CD11b, 

у.е.ф
Me (Q1; Q3)

p,
значимость относительно 
интактных нейтрофилов

p, значимость 
относительно  

ИНСВР

Интактные нейтрофилы 3459 (3103; 3608) — 0,042 *
ИНСВР 4843 (4105; 5050) 0,042 * —
Инкубация интактных нейтрофилов с даларгином 100 мкг/мл 3313 (3105; 3508) 0,999 0,063
ИНСВР с даларгином 1 мкг/мл 4358 (4150; 4940) 0,048 * 0,999
ИНСВР с даларгином 10 мкг/мл 4210 (3890; 4915) 0,063 0,999
ИНСВР с даларгином 50 мкг/мл 4105 (3889; 4833) 0,136 0,090
ИНСВР с даларгином 100 мкг/мл 3500 (3300; 3805) 0,999 0,039 *

Примечания: данные представлены медианой и межквартильным интервалом. * – различия статистически значимы (тест для связанных вы-
борок W-критерий Вилкоксона с использованием поправки Бонферрони). ТСТ – тяжелая сочетанная травма, СВР – синдром системной 
воспалительной реакции, ИНСВР – инкубация нейтрофилов с сывороткой крови пациентов с СВР после ТСТ, у.е.ф – условные единицы 
флуоресценции. 
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мл к интактным нейтрофилам, не оказывал влияния на 
экспрессию молекул CD66b в сравнении с интактными 
нейтрофилами. Использование даларгина в концентра-
ции 1 мкг/мл при инкубации активированных нейтро-
филов не влияло на уровень флуоресценции молекул 
CD66b после воздействия токсической сыворотки, оста-
ваясь на уровне с интактными нейтрофилами (р = 0,136); 
даларгин в концентрации 10 мкг/мл не вызывал изме-
нения экспрессии CD66b на поверхности нейтрофилов, 
практически не отличаясь от экспрессии CD66b на ин-
тактных нейтрофилах; в концентрации 50 мкг/мл – не-
значимо, на уровне тенденции, снижал повышенную 
экспрессию CD66b (р = 0,194), не отличаясь от их флу-
оресценции по отношению к интактным нейтрофилам; 
в дозе 100 мкг/мл значимо снижал повышенную экспрес-
сию CD66b после воздействия токсической сыворотки, 
достигая значений CD11b у интактных нейтрофилов.

Результаты исследования показали, что уровень 
апоптоза нейтрофилов здоровых добровольцев че-
рез 22 часа после выделения составляет 59,9 (57,8; 61,5) 
%. Инкубация нейтрофилов с сыворотками пациентов, 
у которых развился СВР после ТСТ, значимо в 1,4 раза 
уменьшают количество нейтрофилов, которые подвер-
глись спонтанному апоптозу. Добавление даларгина 
в концентрации 100 мкг/мл к интактным нейтрофилам 
не влияло на количество нейтрофилов, которые подвер-
глись спонтанному апоптозу (табл. 3). Использование 
даларгина в концентрации 1 мкг/мл при инкубации ней-
трофилов с сыворотками крови пациентов с развившей-
ся СВР после ТСТ не влияло на количество нейтрофи-
лов, которые подверглись спонтанному апоптозу, зна-
чимо оставаясь ниже, чем у интактных нейтрофилов; 
даларгин в концентрации 10 мкг/мл не влиял на коли-
чество нейтрофилов, подвергшихся спонтанному апоп-
тозу; в концентрации 50 мкг/мл – значимо увеличивал 
количество нейтрофилов, сохранивших способность 
к спонтанному апоптозу, не отличаясь от интактных 
нейтрофилов; дальнейшее увеличение концентрации 

до 100 мкг/мл не приводило к увеличению количества 
способных к апоптозу нейтрофилов (р = 0,113). 

Обсуждение

Жизнеобеспечение пациентов при критических со-
стояниях и после их завершения является насущной, по-
ка не решённой проблемой. Оценка уровня экспрессии 
молекул CD11b и СD66b достаточно давно и успешно 
применяется в клинической практике. Он повышается 
у пациентов с инфекционными заболеваниями [15]. Ги-
перактивация нейтрофилов приводит к избыточному 
иммунному ответу, выбросу большого количества про-
воспалительных цитокинов, что сопровождается «цито-
киновым штормом» и возможным развитием в послед-
ствии «иммунного паралича», который является причи-
ной повышения летальности у пациентов в критических 
состояниях [16]. Неразрешаемое воспаление вызывает 
развитие полиорганной недостаточности, несбаланси-
рованные иммунные реакции являются причиной повы-
шенной восприимчивости к возбудителям инфекций, что 
повышает риск смерти, который характерен для крити-
ческих состояний. Это обусловливает необходимость по-
иска новых терапевтических подходов для избирательно-
го воздействия на все звенья патогенетического каскада.

Результаты выполненного исследования выявили 
противовоспалительные свойства даларгина, которые 
выражались в его способности дозозависимо умень-
шать экспрессию молекул CD11b и CD66b на поверх-
ности нейтрофилов, ингибируя процесс их активации 
и дегрануляции. Исследование на выделенных нейтро-
филах показало, что токсическая сыворотка пациентов, 
у которых развилась СВР после ТСТ, снижает спонтан-
ный апоптоз нейтрофилов, а даларгин дозе 50 мкг/мл, 
добавленный в среду инкубации, возвращает способ-
ность нейтрофилов к спонтанному апоптозу, что, как 
представляется, будет способствовать подавлению вос-
палительной реакции.

Таблица 2.
Уровень экспрессии CD66b на поверхности интактных нейтрофилов при воздействии сыворотки пациентов  

с развившейся системной воспалительной реакцией после тяжелой сочетанной травмы и применения даларгина в разных концентрациях

Группа Экспрессия CD66b, у.е.ф
Me (Q1; Q3)

p,
значимость относи-
тельно интактных 

нейтрофилов

p,
значимость  

относительно 
ИНСВР

Интактные нейтрофилы 11107 (10379; 12335) — 0,047 *
ИНСВР 14438 (13205; 15343) 0,047 * —

Инкубация интактных нейтрофилов с даларгином 100 мкг/мл 9434 (9034-10879) 0,999 0,001 *

ИНСВР с даларгином 1 мкг/мл 13878 (12915; 15150) 0,136 0,999
ИНСВР с даларгином 10 мкг/мл 12700 (11910; 13251) 0,999 0,999
ИНСВР с даларгином 50 мкг/мл 12134 (11201; 12904) 0,999 0,194
ИНСВР с даларгином 100 мкг/мл 10828 (10412; 12053) 0,999 0,027 *

Примечания: обозначения – как в табл. 1.
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В связи с полученными результатами нашего иссле-
дования in vitro, представляют большой интерес данные 
недавних исследования in vivo, в которых было показа-
но, что синтетический аналог лей-энкефалина обладает 
противовоспалительными свойствами и снижает леталь-
ность в модели острого респираторного дистресс-син-
дрома у мышей [17].

Ограничение исследования. Подход in vitro, который 
был использован в нашем исследовании, необходим 
и оправдан для изучения биологических процессов, 
но в дальнейшем его результаты нуждаются в провер-
ке на моделях in vivo. Концентрация даларгина, которая 
была применена в нашем исследовании, несколько вы-
ше, чем разрешенная к клиническому применению, од-
нако дозы препаратов в исследованиях in vitro не пред-
полагают их механического переноса в исследования in 
vivo и клинические исследования. 

Заключение

Синтетический аналог лей-энкефалина даларгин 
оказывает дозозависимый противовоспалительный эф-
фект на интактные нейтрофилы, предварительно акти-
вированные сыворотками пациентов с СВР развившей-
ся после ТСТ. Даларгин снижает экспрессию молекул 
CD11b и CD66b на поверхности нейтрофилов, ингиби-
руя процесс их активации и дегрануляции. В дозе 50 мкг/
мл даларгин способен индуцировать спонтанный апоптоз 
нейтрофилов, после воздействия сывороток пациентов 
после ТСТ. Полученные результаты позволяют выска-
зать предположение о перспективе применения даларги-
на для нивелирования избыточной воспалительной ре-
акции, развившейся после ТСТ, что в перспективе, воз-
можно, позволит инициировать III фазу его клинических 
исследований по новым показаниям.
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Таблица 3
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Группа Уровень апоптоза, %
Me (Q1; Q3)

p,
значимость относи-
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p,
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относительно  
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